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I. EINLEITUNG 
I.1 Impfstoffe 
I.1.1 Bedarf an neuen Impfstoffen 
Infektionskrankheiten sind für etwa 25% aller Todesfälle weltweit verantwortlich [1]. 
Besonders in den Entwicklungsländern hat die Vorbeugung und Bekämpfung von Seuchen 
und übertragbaren Krankheiten oberste medizinische Priorität. Aber auch in den 
Industrienationen kommt der Prävention von Infektionskrankheiten eine immer größere 
Bedeutung zu. Durch die Rückkehr bereits zurückgedrängter Erreger wie Malaria und 
Tuberkulose sowie der Verbreitung ursprünglich lokal beschränkter Pathogene wie Influenza-
Virus, Dengue-Virus oder SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome)-assoziierter 
Coronavirus oder den Ausbruch bisher unbekannter Infektionskrankheiten wie Aids, Ebola, 
Lassa-Fieber und Lyme-Borreliose, die u.a. auf eine gesteigerte Globalisierung und Zunahme 
der Impfmüdigkeit sowie die zunehmende Resistenz pathogener Mikroorganismen gegen 
anti-virale Hemmstoffe und Antibiotika zurückzuführen sind [2], besteht ein enormer, ständig 
wachsender Bedarf an neuen effektiveren Impfstoffen. Diese sollten mit Hilfe ökonomischer 
Produktionsverfahren und einer leichten Verabreichbarkeit eine Versorgung der gesamten 
Bevölkerung gewährleisten. 
Gegen viele Infektionskrankheiten ist aber immer noch kein Impfstoff verfügbar. Durch die 
Aufklärung der Genomsequenzen weiterer Erreger und die Identifizierung neuer Targets wird 
der Bedarf an der Entwicklung neuer Impfstoffe und alternativer Herstellungsverfahren sowie 
Impfstrategien zur Optimierung der Sicherheit, Verträglichkeit, Wirksamkeit und 
Kosteneffizienz von Impfstoffen weiter steigen. Die Entwicklung und Etablierung alternativer 
Produktionssysteme und Verabreichungsformen gehören demnach zu den wichtigsten Zielen 
der modernen Impfstoffforschung. 
I.1.2 Prinzip und Wirkungsweise von Impfstoffen 
Aktive oder präventive Vakzinierungen (Schutzimpfungen) erfolgen nach dem Prinzip, dass 
das Immunsystem mit abgeschwächten, abgetöteten Mikroorganismen oder Bruchstücken 
derselben konfrontiert wird, ohne dass eine Erkrankung entsteht [3]. Ziel ist die Erzeugung 
einer spezifischen humoralen Immunität in Form von neutralisierenden Antikörpern zur 
Bekämpfung extrazellulärer Krankheitserreger, und/oder einer zellvermittelten Immunität 
durch spezifische sensibilisierte, cytotoxische T-Lymphozyten, die die Eliminierung 
intrazellulärer Mikroorganismen gewährleistet. Der Aufbau eines immunologischen 
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Gedächtnisses in Form von T- und B-Gedächtniszellen soll nach einem potentiellen Kontakt 
mit dem authentischen Erreger eine schnelle und effektive Mobilisierung der Immunantwort 
bewirken. 
Passive Immunisierung basieren auf der Injektion von Immunglobulinpräparationen oder von 
Serum aktiv immunisierter Tiere [3]. Da Antikörper nur eine geringe Halbwertszeit im 
Organismus aufweisen, werden sie v.a. zur direkten Neutralisation von Toxinen und seltener 
zur kurzfristigen Prävention von Infektionskrankheiten eingesetzt. 
I.1.3 Anforderungen an einen optimalen Impfstoff 
Ein idealer Impfstoff sollte in erster Linie wirksam sein, d.h. unabhängig von der 
individuellen genetischen Disposition des geimpften Organismus einen effektiven, lang 
anhaltenden Impfschutz vermitteln. Die induzierten Immunantworten sollten denen der 
natürlichen Immunisierung gleichen, d.h. gegen intrazelluläre Krankheitserreger sollten 
vorwiegend zelluläre und gegen extrazelluläre Pathogene humorale Immunantworten 
induziert werden. Dies setzt die Entwicklung optimaler Impfstoffkompositionen voraus 
(I.3.1). Dabei hängt die Wirksamkeit eines Impfstoffes nicht nur von der Wahl und dem 
Design des Zielmoleküls, d.h. dem Vorhandensein geeigneter B- und T-Zell-Epitope [4], 
sondern von der Dosis, der Häufigkeit (Boosterung) und der Verabreichungsroute (mukosal, 
transkutan, intramuskulär, intraperitoneal) ab. Die effiziente Aufnahme und 
Antigenpräsentation durch Antigen präsentierende Zellen (APC), bzw. im Fall einer 
mukosalen Verabreichung die Adhäsion und Aufnahme über das Mukosaepithelium, setzt bei 
nichtzellulären Impfstoffen oft die Konjugation an geeignete Vehikel oder Trägermoleküle 
(Carrier) und die Coapplikation von immunstimulatorischen Adjuvantien voraus (I.3.1). 
Weitere Ansprüche an einen optimalen Impfstoff sind die Einhaltung hoher 
Sicherheitsstandards, d.h die Verabreichung sollte mit geringen Nebenwirkungen verbunden 
sein, eine hohe Bevölkerungsakzeptanz, eine kosteneffektive Produktion und eine hohe 
Stabilität der Impfantigene, um eine ungekühlte Lagerung und eine gewisse Halbwertszeit im 
geeimpften Organismus zu gewährleisten. 
I.1.4 Konventionelle Impfstoffe 
Die Geburtsstunde der traditionellen Vakzinierungen im Jahre 1796 durch Edward Jenner, der 
mit der Verabreichung harmloser, kreuzreaktiver Kuhpocken-Viren (Vaccinia-Virus, VACV) 
einen Schutz vor Pocken beim Menschen induzierte [5], ermöglichte die Entwicklung einer 
Vielzahl human- und veterinärmedizinisch relevanter Vakzine. Konventionelle Impfstoffe 
basieren auf attenuierten (Lebendimpfstoffe), inaktivierten Krankheitserregern 
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(Totimpfstoffe) und Bruchstücken von Pathogenen (Spaltimpfstoffe und Untereinheiten- 
(Subunit-) Impfstoffe) [6]. 
Attenuierte Lebendimpfstoffe enthalten replikations- bzw. vermehrungsfähige Viren oder 
Bakterien, die in ihrer Virulenz abgeschwächt wurden (Attenuierung). Sie induzieren 
überwiegend effektive, lang anhaltende Immunantworten und führen im Fall viraler 
Lebendimpfstoffe aufgrund einer intrazellulären Replikation zur Proliferation cytotoxischer 
T-Zellen. Ihre Verabreichung ist jedoch risikoreich, da sie zur infektiösen Wildtyp-Form 
revertieren können [7]. 
Totimpfstoffe bestehen aus physikalisch oder chemisch inaktivierten Viren oder Bakterien. 
Sie sind zwar unter Sicherheitsaspekten vorteilhaft, da nach der Verabreichung keine 
Vermehrung erfolgt, oft aber weniger wirksam. Virale Totimpfstoffe induzieren im Gegensatz 
zu den Lebendvakzinen überwiegend humorale Immunantworten, da keine aktive 
Proteinsynthese stattfindet und somit Peptide aus den viralen Antigenen nicht über MHC-
Klasse-I-Moleküle präsentiert werden (I.3.1). Sie führen vielfach zu Unverträglichkeiten, da 
einige Bestandteile des Impfstoffes toxisch sein können. Nachteilig ist auch, dass sie im 
Unterschied zu attenuierten Vakzinen nicht mukosal verabreicht werden können [6]. 
Die Wirksamkeit von Spalt- und Subunit-Vakzinen basiert auf dem Prinzip, dass ausgewählte 
Antigene von Pathogenen, wie Toxine bzw. Toxoide, oder Oberflächenstrukturen genügen, 
um eine protektive Immunität zu induzieren [8]. Sie weisen jedoch zahlreiche Nachteile, wie 
geringere Effizienz und fehlende Induktion zellulärer Immunantworten auf. Desweiteren führt 
ihre Verabreichung oft zu unerwünschten Nebenwirkungen [9]. 
Konventionelle Verfahren zur Herstellung von Impfstoffen implizieren die Einhaltung hoher 
Sicherheitsstandards, da sie auf der Fermentation infektiöser Organismen in steriler Zellkultur 
bzw. ihrer Produktion in Eiern und der anschließenden Inaktivierung bzw. Attenuierung oder 
der Isolierung und Aufreinigung von Erregerbestandteilen basieren. Selbst bei 
konventionellen Subunit-Impfstoffen ist daher eine Verunreinigung mit infektiösen 
Komponenten nicht ausgeschlossen. Die klassische Impfstoffproduktion in Zellsuspensionen 
ist suboptimal, da einige human- und tierpathogene Viren und Bakterien sich in Zellkulturen 
nicht oder nur durch den Einsatz erheblicher Kosten vermehren lassen. Ökonomische 
Nachteile entstehen ebenfalls durch die hohe Anfälligkeit von sterilen Zellkulturen für 
Kontaminationen, der Verwendung teurer, komplexer Medien, der kostenintensiven 
Reinigung der Vakzine und der notwendigen Kühlung bei Transport und Lagerung [10]. Der 
hochtechnologische, kostenintensive Produktionsprozess sowie eine parenterale 
Verabreichung verhindern v.a. in Entwicklungsländern mit marginaler Infrastruktur, schlecht 
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ausgebildetem medizinischem Personal und mangelnder Expertise flächendeckende 
Vakzinierungen und machen ebenfalls eine Anwendung in der Tiermedizin unattraktiv [11, 
12]. Die Biofermenter-basierte Herstellung verhindert zudem ein schnelles, flexibles Scale-up 
und damit eine schnelle Bereitstellung ausreichender Vakzinmengen im Fall bevorstehender 
Epidemien und Pandemien. Für die Bekämpfung einiger Krankheitserreger, besonders 
solcher, die aufgrund hoher Mutationsraten einem Antigendrift unterliegen oder solcher, die 
durch gezielten Antigenshift zwischen unterschiedlichen Virusstämmen zum Auftreten neuer 
pathogener Varianten führen, sind konventionelle Impfstoffe häufig ungeeignet. Die 
erforderliche Anpassung an neue Virusstämme ist mit einem enormen finanziellen Aufwand 
verbunden und kann im Epidemiefall aufgrund unzureichender Produktionskapazitäten zu 
Engpässen in der Impfstoffversorgung führen. 
I.1.5 Rekombinante Subunit-Impfstoffe 
Die alternative Produktion rekombinanter Subunit-Vakzine in Zellkulturen pro- oder 
eukaryotischer GRAS-(Generally Recognized As Safe-) Organismen erlaubt die Produktion 
von Protein- bzw. Peptidimpfstoffen unabhängig vom infektiösen Krankheitserreger und 
verringert dadurch signifikant ihr Risikopotential. Eine Vielzahl human- und 
veterinärmedizinisch relevanter Vakzinantigene wurde bereits erfolgreich in gentechnisch 
veränderten Bakterien, Hefen, Insekten- und Säugetierzellen produziert [13-17]. 
Rekombinante Produktionsverfahren ermöglichen ebenfalls die Herstellung von Impfstoffen 
gegen Pathogene, deren Kultivierung problematisch ist, oder die Anreicherung von 
immunrelevanten Antigenen, die vom Erreger selbst in zu geringen Mengen produziert 
werden. Der erste für den humanen Gebrauch zugelassene, rekombinante Impfstoff basiert auf 
einem in Hefezellen produzierten Hüllprotein des Hepatitis B-Virus und befindet sich bereits 
seit 1986 auf dem Markt [18]. 
Im Vergleich zu klassischen Ganzkeimimpfstoffen sind nichtzelluläre Protein- und 
Peptidimpfstoffe jedoch oft nur schwach oder gar nicht immunogen und sind daher häufig nur 
in hohen Dosierungen wirksam. Sie sind für die Bekämpfung intrazellulärer 
Krankheitserreger ungeeignet, da sie fast ausschließlich humorale Immunantworten 
induzieren [19]. Die Induktion der gewünschten Immunantwort erfordert daher häufig 
geeignete Vakzin-Formulierungen und die unterstützende Wirkung von coapplizierten 
Adjuvantien [14] (I.3.1). 
Klassische rekombinante Herstellungsverfahren mit Hilfe tierischer oder bakterieller 
Zellkulturen sind mit hohen Produktionskosten verbunden, da sie einerseits auf eine 
Fermenter basierte Produktion angewiesen sind und andererseits die Entfernung potentieller 
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Kontaminationen mit Tier- und Humanpathogenen bzw. toxischen, bakteriellen Komponenten 
mit einem hohen technischen und finanziellen Aufwand verbunden ist. Zudem setzt die 
notwendige parenterale Verabreichung der rekombinanten Impfstoffe einen aufwendigen 
Reinigungsschritt voraus, der die nachfolgende Kühlung der isolierten Impfantigene erfordert, 
die in Entwicklungsländern kaum zu realisieren ist. Die Entwicklung und Etablierung 
alternativer Produktionssysteme und ökonomischer Herstellungsverfahren ist daher die 
Voraussetzung für eine Versorgung der gesamten Bevölkerung. Aufgrund zahlreicher 
positiver Eigenschaften könnten transgene Pflanzen in Zukunft einen großen Beitrag zur 
Impfstoffproduktion und -versorgung leisten (I.2). 
I.1.6 Mukosale Impfstoffe 
Ein Großteil derzeit gebräuchlicher Impfstoffe wird auf klassischem Wege mittels 
intramuskulärer oder subkutaner Injektion verabreicht und ist daher aus ökonomischer und 
mitunter auch aus immunologischer Sicht unvorteilhaft [20]. Alternative Impfstrategien, die 
eine „nadelfreie“ Verabreichung von Impfstoffen über die Schleimhäute ermöglichen, 
eliminieren nicht nur Kosten, bedingt durch die Injektion von Vakzinen, sondern auch das 
Risiko der Verbreitung von Infektionen durch kontaminierte Spritzen. Die wesentlich 
angenehmere Art der Impfstoffgabe führt zudem zu einer höheren Akzeptanz in der 
Bevölkerung und fördert somit die Impfbereitschaft, die eine Voraussetzung für 
flächendeckende Vakzinierungen ist. 
Das Potential eines Impfstoffes wird wesentlich durch die Verabreichungsroute beeinflusst 
[21, 22]. Da über 90% aller Krankheitserreger über die Schleimhäute der oberen Atemwege 
sowie des Verdauungs- und Urogenitaltraktes übertragen werden, haben mukosal verabreichte 
Impfstoffe, die den natürlichen Infektionsweg mukosal übertragener Pathogene nachahmen, 
aus immunologischer Sicht einen ganz entscheidenden Vorteil gegenüber injizierten 
Impfstoffen [20, 23, 24]. Während injizierbare Impfstoffe im Wesentlichen zur Aktivierung 
des peripheren Immunsystems führen, d.h. die Produktion von Serum IgG und/oder die 
Proliferation von cytotoxischen T-Zellen induzieren, also erst Eingreifen, wenn die Erreger 
bereits in den Organismus eingedrungen sind, basieren mukosale Vakzinierungsstrategien auf 
der Mobilisierung von lokalen Immunmechanismen an den Schleimhäuten, die 
Krankheitserreger direkt an ihrer „Eintrittspforte“ eliminieren. Sie ermöglichen somit die 
Entwicklung einer neuen Generation von potentiell effektiveren Impfstoffen [20, 24]. Neben 
dem Aufbau einer lokalen Infektabwehr an den Schleimhäuten in Form von sekretorischem 
Immunglobulin A (sIgA), haben mukosale Impfstoffe das Potential, auch systemische IgG- 
sowie spezifische T-Zell-vermittelte Immunantworten in den peripheren Lymphorganen 
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sowie ein immunologisches Gedächtnis zu induzieren [23]. Mukosale Vakzine haben daher 
ein großes Potential im Kampf gegen eine Vielzahl nicht nur mukosal übertragbarer 
Infektionskrankheiten. 
Aufgrund der Schwierigkeit einer exakten Dosierung sowie der Kontrolle mukosaler 
Immunantworten [20] sind bislang nur wenige mukosale Vakzine für den humanen Gebrauch 
zugelassen. Das prominenteste und älteste Beispiel für einen effektiven mukosalen Impfstoff 
ist die orale Polio-Vakzine nach Sabin, die auf attenuierten Lebendimpfstoffen basiert [25]. 
Sie wird heute hauptsächlich in Dritte-Welt-Ländern verabreicht und wurde aufgrund seltener 
Fälle einer Vakzine-assoziierten Poliomyelitis in den Industrienationen weitestgehend durch 
eine inaktivierte Variante ersetzt, die parenteral verabreicht werden muss [26]. Weiterhin 
kommen im Humanmedizinbereich orale Ganzkeimimpfstoffe gegen Salmonella typhi 
(Vivotif, Berna Biotech) [27, 28], Vibrio cholerae (Orochol, Berna Biotech) [29] und 
Rotavirus [30] sowie ein intranasaler, Virosomen-basierter Influenza-Impfstoff (FluMist, 
Medimmune/Wyeth) [31] zum Einsatz. 
I.2 Transgene Pflanzen als Bioreaktoren 
I.2.1 Produktion oral verfügbarer Impfstoffe in gentechnisch veränderten 
Pflanzen 
Die alternative Produktion rekombinanter Proteine in transgenen Pflanzen und 
Pflanzenzellkulturen bietet zahlreiche Vorteile im Vergleich zu herkömmlichen 
Fermentationstechniken [32-36]. Im Gegensatz zu tierischen und bakteriellen Systemen bieten 
transgene Pflanzen ein sicheres Expressionssystem zur Produktion von pharmazeutischen 
Proteinen ohne Kontaminationsrisiko durch human- oder tierpathogene, virale oder bakterielle 
Komponenten. Neben sicherheitstechnischen Aspekten sind Pflanzensysteme auch in 
ökonomischer Hinsicht vorteilhaft. Die Herstellung kommerzieller PMPs (Plant Made 
Pharmaceuticals) erfordert im Vergleich zu herkömmlichen Bioreaktorproduktionen deutlich 
geringere Investitions- und Produktionskosten. Für ihre Kultivierung sind keine teuren 
Nährmedien und Medienzusätze erforderlich und für ihre Ernte, Lagerung und Aufbereitung 
könnten bereits vorhandene Infrastrukturen der Lebensmitteltechnologie genutzt werden. Eine 
Vergrößerung des Produktionsmaßstabes wäre im Fall einer Freilandproduktion leicht zu 
erreichen und ist mit geringeren Kosten verbunden als ein Scale-up von bakteriellen oder 
eukaryotischen Zellkulturen. Dadurch wird im Bedarfsfall eine schnelle Mobilisierung großer 
Produktionskapazitäten ermöglicht. 
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Aufgrund der genannten Vorzüge gewinnen pflanzliche Produktionssysteme bei der 
Entwicklung und Herstellung medizinisch relevanter Proteine immer mehr an Bedeutung [37, 
38]. Mit der Herstellung des ersten pharmazeutischen Stoffes, humanem Serumalbumin in 
transgenem Tabak und Kartoffeln [39], eröffnete sich ebenfalls die Möglichkeit der 
Produktion von Subunit-Impfstoffen in Lebensmittel- oder Futtermittelpflanzen. Dies 
ermöglicht eine orale Aufnahme des Impfstoffes in Form von nicht oder nur geringfügig 
prozessierten essbaren Pflanzenteilen (oral verfügbare Impfstoffe) sowie, in Abhängigkeit von 
der Pflanzenart und dem Prozessierungsgrad, eine ungekühlte Lagerung der Impfstoffe. Die 
orale Verabreichung eliminiert zusätzliche Kosten für ein aufwendiges Downstream-
Processing, das für eine Injektion von Impfstoffen erforderlich ist und bei der Herstellung von 
Biopharmazeutika in herkömmlichen Systemen 60-80% der Produktionskosten ausmachen 
kann [40]. Durch die technisch anspruchslose lokale Impfstoffproduktion in unmittelbarer 
Nachbarschaft zur verarbeitenden Industrie und die einfache Verabreichung ohne das Risiko 
der Verbreitung von Infektionen durch kontaminierte Spritzen, sind oral verfügbare 
Impfstoffe besonders für die Prävention von Infektionskrankheiten in weniger entwickelten 
Ländern interessant [41]. Ihre Entwicklung ist ebenfalls im Bereich der Tiermedizin von 
großem Nutzen, da die in der Handhabung einfache und preiswerte Verfütterung Impfstoff 
produzierender Futtermittelpflanzen zur Prävention von Tierseuchen, besonders solcher die 
auf den Menschen übergreifen oder durch die Vernichtung infizierter Tiere zu erheblichen 
Ertragseinbußen im Nutztierbereich führen, eingesetzt werden könnte [12, 42, 43]. 
Als immunologische Vorteile einer Verabreichung von intaktem Pflanzenmaterial im 
Vergleich zu isolierten Antigenen sind zum einen eine gesteigerte Stabilität der Antigene 
durch das sie umgebende Pflanzengewebe bzw. die Pflanzenzellwand („Bioencapsulation“), 
die vor Säuredenaturierung und proteolytischem Abbau im Verdauungstrakt schützen, zu 
nennen [41, 44-46]. Zudem wurde ein potentieller Adjuvanzeffekt (I.3.1) verschiedener 
Pflanzenkomponenten bzw. sekundärer Pflanzenmetabolite nachgewiesen [47-49]. Die 
Stabilität und biologische Wirksamkeit pharmazeutischer Proteinprodukte bzw. 
Vakzinantigene im Produktionssystem hängen in hohem Maße von ihrer Authentizität, d.h. 
ihrer korrekten Faltung und posttranslationalen Modifizierung, beispielsweise ihrer 
Glykosylierung, ab. Je nach Komplexität des Zielproteins führt die Produktion heterologer 
Proteine in prokaryotischen Expressionssystemen durch eine fehlende Enzymausstattung für 
posttranslationale Modifizierungen und das reduzierende Milieu des Cytoplasmas, das die 
Ausbildung korrekter Disulfidbindungen verhindert, häufig zu Fehlfaltungen und der Bildung 
unlöslicher Proteinaggregate („inclusion bodies“) und damit zu signifikanten Ertragseinbußen 
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bzw. Steigerungen der Produktionskosten [50]. Bakterielle Systeme sind daher besonders für 
die authentische Produktion vieler viraler Proteine wie beispielsweise glykosylierter 
Oberflächenantigene ungeeignet. Pflanzenzellen besitzen dagegen eine ähnliche 
Enzymaustattung zur N-Glykosylierung von Proteinen wie Säugetierzellen und haben im 
Unterschied zu mikrobiellen Systemen das Potential, komplexe, aus mehreren Untereinheiten 
zusammengesetzte sowie hochkomplexe Glykoproteine wie beispielsweise Antikörper in ihrer 
aktiven Form zu produzieren [51-54]. Die Generierung von β-1,2-Xylosyltransferase- und α-
1,3-Fucosyltransferase-Doppelmutanten, sowie die Einführung der Gene für die Synthese und 
Verknüpfung der terminalen Zuckerreste mit β-1,4-Galaktose und Sialinsäure könnte 
zukünftig die vollständige Humanisierung der Glykanstruktur rekombinanter 
pflanzenproduzierter Glykoproteine erlauben [55-58]. 
Seit der Produktion des ersten, pflanzenproduzierten Impfstoffes (einem Hepatitis B 
Oberflächen-Antigen) im Jahre 1992 in gentechnisch verändertem Tabak [59], wurden 
zahlreiche human- und tiermedizinisch relevante Antigene viralen und bakteriellen Ursprungs 
erfolgreich in den unterschiedlichsten Pflanzenspezies produziert [46, 60-64]. Inzwischen 
liegen vielversprechende Daten für die Immunogenität [44, 65-69] und Protektivität 
zahlreicher oral verabreichter, pflanzenbasierter Vakzine gegen human- bzw. 
veterinärmedizinisch relevante Pathogene im Tierversuch vor [70-74]. Obwohl rohe 
Kartoffeln und insbesondere Tabak nur in begrenztem Umfang oral verabreicht werden 
können, überwiegen in der Literatur die Ergebnisse mit diesen beiden eher als Modellsysteme 
zu bezeichnenden Pflanzenspezies.  
Die ersten pflanzenproduzierten, oral verfügbaren Impfstoffe wurden bereits erfolgreich in 
klinischen Phase I-Studien getestet [75-78]. Dabei handelt es sich um eine auf der B-
Untereinheit des hitzelabilen Toxins (LTB) enteropathogener E. coli Stämme basierende 
Vakzine sowie ein Kapsidprotein-Impfstoff gegen Norwalk Virus, die in Form von rohen 
transgenen Kartoffelknollen bzw. Maiskörnern verabreicht wurden und einen in Feldsalat 
produzierten Hepatitis B-Impfstoff. 
Einige kommerziell genutzte Proteine, darunter Avidin, Aprotinin, β-Glucuronidase, 
menschliches Lactoferrin sowie Lysozym und Trypsin, werden bereits in transgenen Pflanzen 
(Tabak, Mais und Reis) produziert [79-83]. Dabei handelt es sich jedoch ausschließlich um 
technische Enzyme bzw. Proteine für die diagnostische Anwendung. Die Markteinführung 
von rekombinanten, pflanzenproduzierten Proteinen mit pharmazeutischer Anwendung 
gestaltet sich dagegen weitaus komplizierter und setzt eine hohe Qualität, einen hohen 
Reinheitsgrad der Produkte, eine Standardisierbarkeit des Produktionsprozesses und eine 
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Konformität der finalen Produkte mit GMP(„good manufacturing practice“)-Anforderungen 
voraus. Die kommerzielle Produktion rekombinanter Arzneimittel beschränkt sich zurzeit 
vorwiegend auf mikrobielle [84, 85] sowie tierische Zellkulturen [86, 87]. Eine Reihe von 
Biopharmazeutika aus transgenen Pflanzen befindet sich jedoch bereits in der klinischen 
Erprobung der Phasen I und II, darunter Interferon-α2b, Insulin und ein Antikörper zur 
Kariesprophylaxe [88-91]. Das in Karottenzellsuspension hergestellte Enzym 
Glucocerebrosidase zur Behandlung von Morbus Gaucher befindet sich kurz vor der 
Zulassung durch die FDA [92, 93]. 
Die Entwicklung marktorientierter oral verfügbarer Impfstoffe, insbesondere für die humane 
Anwendung, gestaltet sich jedoch als sehr komplex. Auf der einen Seite haben die derzeit 
noch sehr geringe Akzeptanz und Vorbehalte in der Bevölkerung Medikamente in 
Lebensmitteln zu produzieren, oder gar transgene Pflanzen mit dem Ziel einer oralen 
Immunisierung zu verabreichen sowie bislang noch nicht genau definierte 
Regelungsmechanismen für ihre Produktion und Zulassung einen negativen Einfluss auf 
schnelle Fortschritte in der Forschung und Entwicklung direkt konsumierbarer, oral 
verfügbarer Impfstoffe. Eine potentielle Marktzulassung wird auf der anderen Seite dadurch 
erschwert, dass die Impfantigene nicht aus der produzierenden Pflanze isoliert werden. Daher 
ist eine exakte Dosierung, die eine generelle Anforderung an pharmazeutische Proteine mit 
kommerzieller Anwendung ist, bei einem direkten Konsum ganzer Pflanzenteile durch 
schwankende Akkumulationsraten nahezu unmöglich. Gründe sind wechselnde 
Umwelteinflüsse bzw. Kultivierungsbedingungen sowie die genetische Instabilität der 
Pflanzenzelle [94], und ein potentieller proteolytischer Abbau der Vakzinantigene im 
Gastrointestinaltrakt [95].  
Im Gegensatz zur parenteralen Injektion von Impfstoffen, die im Fall von isolierten Subunit-
Vakzinen durch Reinigung aufkonzentriert werden können, ist bei einer oralen Applikation 
eine vielfach höhere Dosierung des Antigens nötig, um protektive Immunantworten zu 
induzieren [96]. Die Entwicklung wirksamer essbarer Impfstoffe setzt demnach eine adäquate 
Akkumulation der Vakzinantigene im Pflanzensystem voraus, um einerseits mit klassischen 
Verfahren der rekombinanten Impfstoffproduktion konkurrieren zu können und andererseits 
eine realisierbare Dosierung des zu verzehrenden Pflanzenmaterials zu ermöglichen. Neben 
Ertragsvariationen zwischen individuellen Pflanzen ist die Erzielung ausreichend hoher 
Akkumulationsraten eine der wichtigsten Limitierung oral verfügbarer Impfstoffe [97, 98]. 
Obwohl die Expression von Antikörpern in Pflanzen zu Akkumulationsraten von bis zu 8% 
des löslichen Gesamtproteins führen kann [99], ist die stabile Integration des Transgens in das 
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Pflanzengenom im Vergleich zu etablierten mikrobiellen und eukaryotischen 
Fermentationstechniken jedoch häufig mit einer geringen Proteinausbeute (0,1-1% des 
löslichen Gesamtproteins) verbunden [81, 97, 100, 101]. Die Reduzierung von 
Produktschwankungen und die Steigerung der Produktivität haben demnach bei der 
Entwicklung effektiver, oral verfügbarer Vakzine oberste Priorität. Geringfügige 
Prozessierungen von Pflanzenmaterial, beispielsweise die Prozessierung zu Pflanzensaft oder 
-pulver oder die Formulierung von Impfstoffen in Form von Kapseln oder Tabletten, könnten 
in Zukunft die Stabilität und Standardisierbarkeit essbarer Impfstoffe optimieren [50, 102]. 
Nach dem derzeitigen Stand der Forschung ist es jedoch fraglich, ob sich direkt 
konsumierbare pflanzenbasierte Impfstoffe für die humanmedizinische Anwendung jemals 
am Markt durchsetzen können. In naher Zukunft ist ihre Anwendung eher im Bereich der 
Tiermedizin zu erwarten. Derzeit werden von verschiedenen US Firmen kommerzielle 
Tiervakzine für den amerikanischen Markt entwickelt [103-105]. Die Zulassung des ersten 
pflanzenproduzierten Impfstoffes durch die USDA Anfang 2006, einer in 
Tabaksuspensionskultur hergestellten Subunit-Vakzine zur Prävention von „Newcastle 
disease“ in Geflügel, ist ein erster Schritt auf dem Weg zur Kommerzialisierung 
pflanzenproduzierter Vakzine (www.dowagro.com/newsroom/corporatenews/2006/20060131 
b.htm). 
I.2.2 Optimierung pflanzlicher Expressionsstrategien 
Die Entwicklung effektiver pflanzenproduzierter, essbarer Vakzine wird häufig durch die 
geringe Akkumulation rekombinanter Proteine in Pflanzen (I.2.1) und eine unzureichende 
Immunogenität löslicher Proteinantigene beschränkt (I.3.1). Verschiedene Strategien zur 
Optimierung der Akkumulation heterologer Antigene sind bereits in zahlreichen 
Arbeitsgruppen etabliert. Neben der Verwendung zusätzlicher genregulatorischer Elemente 
(Enhancer-Sequenzen, Polyadenylierungssignale) [106-108] und Steigerung der 
Translationsrate durch die Verwendung pflanzentypischer Tripletts (Codonoptimierung) [109] 
[110], kommen alternative Transformationsmethoden wie die Chloroplasten- [111-113] bzw. 
Chromoplastentransformation [114] sowie virale Vektorsysteme zur transienten [115, 116] 
bzw. stabilen Transformation [117] zum Einsatz. Einige dieser Strategien sind jedoch für die 
Optimierung essbarer Impfstoffe ungeeignet. Transiente Systeme sind aufgrund einer 
Kontamination mit viralen Sequenzen oder Agrobakterien nicht für den direkten Verzehr von 
Pflanzenmaterial geeignet: Die Integration von Transgenen in das Chloroplastengenom ist für 
die authentische Produktion von Glykoproteinen ungeeignet, da keine N-Glykosylierung 
erfolgt. Alternative Strategien zur Optimierung der Produktivität nukleär transformierter 
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Pflanzen sind daher erforderlich, um die Entwicklung oral verfügbarer Vakzine 
voranzutreiben. 
Die Akkumulation hoher Proteinausbeuten im Cytosol gestaltet sich aufgrund des 
reduzierenden Milieus, das die Ausbildung von Disulfidbrücken verhindert, dem Fehlen 
geeigneter Chaperone, die v.a. die korrekte posttranslationale Faltung komplexer, multimerer 
Proteine unterstützt, und dem Vorhandensein zahlreicher Proteasen für eine Vielzahl 
rekombinanter Proteine als problematisch [118]. Die Fusion an spezifische Signale, die ein 
subzelluläres Targeting in intrazelluläre Kompartimente bzw. in den sekretorischen Weg 
erlauben und eine Anreicherung im ER oder Apoplasten sowie eine Integration der 
Zielproteine in die Pflanzenzellmembran bewirkten, führten in vielen Fällen zu signifikanten 
Produktsteigerungen [119-123]. 
I.2.2.1 Verwendung der β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors als heterologer 
Transmembrananker 
Eine erfolgreiche Verankerung von rekombinanten Proteinen in der Zellmembran von 
Säugetier- und Pflanzenzellen durch die Verwendung von heterologen Transmembranankern 
konnte bereits für scFv-Fragmente sowie Volllängenantikörper gezeigt werden [122-124]. 
Erstmals sollten in dieser Arbeit Antigene in der Pflanzenzellmembran verankert werden, um 
neben einer potentiellen Akkumulationssteigerung eine partikuläre Präsentation von 
Modellantigenen zu bewirken. Dies sollte zu einer gesteigerten Antigenaufnahme durch M- 
(microfold, membraneous) Zellen, morphologisch und funktionell spezialisierte Zellen des 
Dünndarmepithels, die in die transepitheliale Aufnahme von Makromolekülen, partikulären 
Antigenen und Mikroorganismen involviert sind, führen (I.3.1).  
Die erfolgreiche Verankerung heterologer Proteine in der Cytoplasmamembran durch Fusion 
an die β-Untereinheit des humanen T-Zell-Rezeptors (TCRβ) konnte erstmals in 
Säugetierzellen gezeigt werden [125]. Der humane T-Zell-Rezeptor (TCR) reifer 
zirkulierender T-Lymphozyten im peripheren Blut besteht aus einer α- und β-
transmembranen Glykoproteinkette. Die extrazelluläre Domäne des heterodimeren 
Rezeptormoleküls setzt sich aus einer aminoterminalen variablen (V) und einer 
carboxyterminalen konstanten Region (C) zusammen, die in hohem Maße dem Fab-Fragment 
eines Immunglobulins homolog ist [126, 127]. Sie ist über eine kurze Gelenk (hinge-) Region, 
die einen Cysteinrest enthält, der über die Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbrücke 
eine Dimerisierung der Ketten bewirkt, mit den Transmembranhelices verbunden. Die 
Transmembransegmente weisen neben hydrophoben Aminosäuren untypischerweise auch 
positiv geladene Aminosäurereste auf (zwei im Fall der α-Ketten und eine innerhalb der β-
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Kette), die für die Assoziation des TCR mit den invarianten Proteinen des CD3-Komplexes 
(CD3-γ, -δ, -ε, ζζ) verantwortlich sind (IV.3). Letztere sind in den Transport des Rezeptor-
Komplexes an die Zelloberfläche und die Signaltransduktion nach Aktivierung der T-Zelle 
involviert [128]. C-terminal folgt eine kurze cytoplasmatische Domäne. 
Im Pflanzensystem konnten bereits die anti-TMV scFv-Fragmente scFv24 [123] und scFv29 
[129] sowie die NA3-Domäne von CEA (carcinoembryonic antigen) (persönliche Mitteilung 
C. Vaquero, Institut für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen) durch Fusion an die 
vollständige, konstante Region der TCRβ-Kette in die Pflanzenzellmembran integriert 
werden. Die Akkumulation des membranverankerten scFv24 in Tabak konnte im Vergleich 
zur korrespondierenden cytosolisch exprimierten Version entscheidend verbessert werden 
[123]. 
I.2.3 Tabak als Modellsystem zur Herstellung essbarer Impfstoffe 
Tabak ist ein etabliertes Expressionssystem und durch die unproblematische Kultivierung und 
die hohe Biomasseproduktion in relativ kurzen Zeiträumen grundsätzlich für die 
rekombinante Produktion von Proteinen geeignet [81, 130, 131]. Protokolle zur transienten 
und stabilen Transformation und Regeneration von Tabakpflanzen sowie 
Aufschlussmethoden zur Analyse transgener Pflanzen sind bereits seit Jahren etabliert und 
erlauben eine leichte genetische Manipulation. Da Tabak weder Nahrungs- noch 
Futtermittelpflanze ist, ist die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination der Nahrungskette 
relativ gering [50]. Für die Entwicklung oral verfügbarer Impfstoffe ist Tabak als 
Expressionssystem jedoch nur in begrenztem Umfang geeignet, da Solanaceen und 
insbesondere Tabakspezies überwiegend signifikante Mengen an toxischen Alkaloiden 
(Sekundärmetabolite zu denen beispielsweise das in Tabak vorkommende Nikotin gehört) 
enthalten, die sich je nach Konzentration und Toxizität bei einer oralen Verabreichung von 
transgenem Tabakmaterial als problematisch erweisen können [132]. Die Verfütterung von 
Tabakextrakt [133, 134] sowie von prozessierten Tabakblättern [95] in früheren Tierstudien 
lassen jedoch auf eine generelle Verträglichkeit von Tabak im Rahmen einer oraler 
Immunisierungen schließen und erlauben die Herstellung einer experimentellen oral 
verfügbaren Vakzine. 
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I.3 Strategien zur Optimierung oral verfügbarer Impfstoffe 
I.3.1 Mukosale Adjuvantien 
Die Immunogenität von Vakzin-Antigenen hängt maßgeblich von ihrer physikalischen und 
chemischen Beschaffenheit ab. Partikuläre Antigene wie Bakterien, Viren und Zellorganellen 
haben das Potential starke und schnelle Immunantworten zu induzieren, da sie effektiver von 
Immunzellen aufgenommen werden und eine multivalente Präsentation der Antigene durch 
Quervernetzung von B-Zell-Rezeptoren zu einer T-Zell-unabhängigen Aktivierung von B-
Zellen führen kann [135]. Lösliche Antigene vermitteln, je nach Molekulargewicht und 
Komplexität, allein meistens keine ausreichende Immunität [136, 137]. Besonders die orale 
Verabreichung von Antigenen ist mit zahlreichen Herausforderungen verbunden. Neue 
Generationen von Impfstoffen, die nicht mehr auf intakten, vermehrungsfähigen Erregern 
beruhen, sind oral appliziert meistens nur schwach oder überhaupt nicht immunogen. Der 
Gastrointestinaltrakt stellt einerseits durch Passagen extrem hoher und niedriger pH-Werte 
und der Vielzahl proteolytischer Enzyme ein ungünstiges Milieu für Proteine dar. 
Andererseits werden lösliche Antigene nur ineffizient über das Schleimhautepithel 
aufgenommen, da sie nicht auf effiziente Mechanismen des Targetings und der Invasion 
authentischer Erreger zurückgreifen können [138]. Zudem können sie aufgrund fehlender 
konservierter Strukturen, die an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfläche von 
dendritischen Zellen binden, keine costimulierende Aktivität induzieren (s.u.) und induzieren 
somit mit höherer Wahrscheinlichkeit immunologische Toleranz als zelluläre und partikuläre 
Varianten. Potentielle Immunantworten gegen rekombinante Subunit-Impfstoffe sind 
überwiegend humoraler Natur, da extrazelluläre Antigene normalerweise nicht in den MHC 
Klasse-I Weg eingeschleust werden. Ein ausreichender Impfschutz gegen intrazelluläre 
Krankheitserreger erfordert jedoch ebenfalls die Aktivierung cytotoxischer CD8 T-Zellen 
[139]. Eine effektive Antigenpräsentation ist demnach Voraussetzung für die Erzeugung einer 
protektiven Immunantwort. 
Die Art, die Intensität und die Beständigkeit der Immunantworten gegen solche Antigene 
können durch individuelle Vakzinformulierungen und die Verwendung geeigneter Hilfsstoffe, 
sogenannter Adjuvantien (adjuvare: [lat.]= helfen) signifikant verstärkt bzw. modifiziert 
werden [140-142]. Dabei handelt es sich um eine Gruppe strukturell heterogener 
Komponenten für die es derzeit noch keine allgemeingültige Klassifizierung gibt. Die 
immunstimulatorische Wirkung kann dabei entweder auf einer Verstärkung des 
Antigensignals (Erhöhung der Stabilität und Dauer der Antigenpräsenz, Targeting in 
immunologisch sensible Regionen, Optimierung der Antigenaufnahme), oder der Induktion 
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costimulatorischer Aktivität durch Bindung an phylogenetisch konservierte, spezifische 
Pathogen-Erkennungsrezeptoren (PRR, „Pathogen Recognition Receptors“) immunrelevanter 
Zellen beruhen (IV.4.1), oder beide Eigenschaften miteinander verbinden. Zu den 
Antigensignal-verstärkenden Adjuvantien zählen Trägerstrukturen (Vehikel, Carrier), die 
lösliche Antigene in ein partikuläres bzw. multimeres Format überführen, das von M-Zellen 
des Dünndarmepithels effektiver aufgenommen wird [143-146] und/oder das Antigen vor 
proteolytischer Aktivität im Gastrointestinaltrakt schützen, es langsam und kontinuierlich 
freigeben und damit die Dauer der Antigenpräsenz im geimpften Organismus erhöhen 
(Depoteffekt). Dazu zählen ebenfalls Protein-Carrier, die potente T-Zell-Epitope bereitstellen 
und/oder solche, die ihre Funktion maßgeblich über die Bindung an spezifische Rezeptoren 
immunrelevanter Zellen vermitteln (Targetingfunktion). Zu den Erstgenannten zählen 
immunologisch inerte Verpackungssysteme wie PLG (Poly-lactide-co-glycolide)-, Alginat-, 
Chitosan-, oder Stärke-Partikel [147-152]. Liposomen können sowohl die Antigenaufnahme 
als auch die –präsentation durch APC’s optimieren und das Antigen vor potentiellem Abbau 
schützen [153]. ISCOMs (Immune Stimulatory Complexes) sind in der Lage konjugierte 
Antigene in den MHC-Klasse-I Weg einzuschleusen und können so neben humoralen auch 
zelluläre Immunantworten gegen konjugierte lösliche Antigene induzieren, die für die 
Bekämpfung intrazellulärer Erreger essentiell sind [154]. Virus-like Particles (VLP), 
multimere Partikel viraler Kapsid- und Hüllproteine, sind nicht nur durch das Vorhandensein 
spezifischer T-Zell-Epitope und der potentiellen Erhaltung von Konformationsepitopen 
hochimmunogen, sondern besitzen die Eigenschaft, genetisch fusionierte (synthetische) B-
Zell-Epitope in partikulärer, multivalenter Form zu präsentieren und damit ihr immunogenes 
Potential zu erhöhen [155-158]. 
Die immunstimulatorische Potenz mukosaler Adjuvantien mit Targetingfunktion beruht auf 
einem selektiven Targeting von fusionierten Vakzinantigenen zum Mukosaepithelium, 
bedingt durch eine hohe Affinität zu Strukturen auf der apikalen Zelloberfläche von 
Epithelzellen. Dies bewirkt eine optimierte Zelladhäsion und transepithelialen Aufnahme von 
Antigenen. Die Wirkung von invasiven avirulenten oder attenuierten viralen Impfstämmen, 
wie Vaccinia-, Adeno- oder Herpes-Simplex-Virus [159-161] sowie attenuierten bakteriellen 
Lebendvektoren wie Salmonellen oder Shigellen [28, 161-163] als Träger von rekombinanten 
Antigenen, basiert auf angeborenen Mechanismen der Kolonisation und Invasion über 
mukosale Epithelien [164] und dem Vorhandensein hochkonservierter bakterieller 
Komponenten (PAMP’s). Alternative Ansätze beruhen auf der Nachahmung mikrobieller 
Strategien der endozytotischen Aufnahme über das Mukosaepithel. Ein äußerst viel 
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versprechender Ansatz ist der Einsatz von bakteriellen Adhäsinen, mikrobielle 
Virulenzfaktoren, die spezifische Rezeptormoleküle auf der Oberfläche von Wirtszellen 
erkennen und binden, und dadurch eine Kolonisation des Mukosaepitheliums und die 
Infektion des Wirtes ermöglichen. Dazu gehören Lektine, die spezifische Kohlehydratanteile 
von Rezeptormolekülen erkennen [165, 166] sowie Fimbrien [167] und Invasine [168]. Als 
vielversprechend hat sich ebenfalls die Identifizierung synthetischer M-Zell-Liganden 
erwiesen [169]. Die Adjuvantizität bakterieller Enterotoxine, wie Cholera Toxin (CT) aus 
Vibrio cholerae (I.3.1.1) und hitzelabiles Toxin (LT) enterotoxischer Escherichia coli-
Stämme beruht einerseits auf einer durch ihre nicht toxische B-Untereinheit vermittelte 
spezifische Bindung an Zellen des Mukosaepithels und andererseits auf den starken 
immunmodulatorischen Eigenschaften der toxischen A-Untereinheit [170, 171] (I.3.1.1). Der 
Einsatz von CT und LT ist durch ihre Toxizität limitiert. Eine Alternative ist die Verwendung 
detoxifizierter Derivate mit erhaltener immunologischer Aktivität [172-174]. 
Die adjuvante Wirkung coapplizierter bakterieller oder viraler PAMP’s beruht auf ihrer 
Bindung an Pathogen-Erkennungsrezeptoren (PRR) auf der Zelloberfläche von 
antigenpräsentierenden Zellen [175], die zur Expression von costimulatorischen Molekülen 
und damit zur Aktivierung spezifischer, adaptiver Immunreaktionen führt (IV.4.2.8). Dazu 
gehören beispielsweise Monophosphoryl Lipid A (MPL-A), ein detoxifiziertes Derivat der 
Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer Bakterien [176] sowie bakterieller Lipopeptide, 
darunter Muramyldipeptid (MDP) eine immunologisch aktive Zellwandkomponente aus 
Mycobakterien [177] und Makrophagen aktivierendes Lipopeptid-2 (MALP-2) (I.3.1.2), oder 
bakterielle DNA [178]. 
I.3.1.1 Die Cholera Toxin B-Untereinheit (CTB) 
Cholera Toxin (CT) ist ein Enterotoxin, das von dem nicht-invasiven enteropathogen 
Bakterium Vibrio cholerae sekretiert wird. Es bewirkt nach Aufnahme in Darmepithelzellen 
über Signaltransduktion die Adenylat-Cyclase-abhängige Öffnung von Ionenkanälen, die zu 
einer verstärkten Sekretion von Wasser und Elektrolyten ins Darmlumen führt [179]. CT ist 
eine heterohexamere Verbindung, die zur AB5-Gruppe bakterieller Toxine gehört [180]. Die 
spezifische Bindung und Aufnahme von CT in Epithelzellen erfolgt über die nicht toxische B-
Untereinheit (CTB). Diese bildet einen homopentameren Ring aus fünf identischen, über 
Wasserstoffbrücken und Salzbrücken assoziierten Polypeptiden. Pentameres CTB bindet mit 
hoher Affinität und Spezifität an seinen Rezeptor Gangliosid GM1 (Galactosyl-N-
acetylgalactosamylsialyl-galactosylglucosylceramide), ein Glycosphingolipid das ubiquitär 
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auf der Zelloberfläche von Säugetierzellen vorkommt [181] und schleust so die enzymatisch 
aktive, toxische A-Untereinheit in die Zielzelle [182]. 
CTB ist nicht nur ein potentes mukosales Immunogen [96], sondern weist ebenfalls 
immunmodulatorische Eigenschaften auf [183, 184]. Die adjuvante Wirkung von CTB beruht 
jedoch vorwiegend auf der Adhäsion und Aufnahme genetisch fusionierter bzw. chemisch 
konjugierter Antigene in Zellen des Schleimhautepithels [185, 186]. CTB, sowie verschiedene 
chimäre CTB-Vakzinantigene, wurden bereits erfolgreich in unterschiedlichen 
Pflanzensystemen produziert [187-191]. Zahlreiche Studien im Tiermodell bestätigten die 
Effektivität von CTB als mukosalen Carrier [192-196]. 
I.3.1.2 Das Makrophagenaktivierende Lipoprotein-2 (MALP-2) 
Das synthetische 2 kDa große membrangebundene Lipopeptid MALP-2 (S-[2,3-
bispalmitoyloxypropyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK, Abb. II.1) stammt ursprünglich aus 
Mycoplasma fermentans [197]. Es enthält im Gegensatz zu den Lipopeptiden anderer 
Eubakterien nur zwei Fettsäuren und einen freien N-Terminus, der für die hohe 
Makrophagen- und Monozyten-aktivierende Eigenschaft verantwortlich ist. Das synthetisch 
hergestellte MALP-2 unterscheidet sich vom authentischen mykosomalen Lipopeptid durch 
die Anwesenheit von gesättigten statt ungesättigten Fettsäuren und der Ausbildung zweier 
stereoisomerer Konfigurationen des C2-Atoms des Glycerols: 2R-MALP-2 und 2S-MALP-2. 
Die Adjuvantizität von MALP-2 hängt maßgeblich von seiner Chiralität ab, so weißt die R-
Konfiguration eine 1000fach höhere Aktivität auf, wohingegen der Peptidanteil keinen 
Einfluss auf die Aktivität hat [198]. 
Als Ligand von PRR’s, dem TLR (Toll-like–Rezeptor) 2/6 Heterodimer [198] aktiviert 
MALP-2 Makrophagen und dendritische Zellen, was über die Rekrutierung der 
Adapterproteine MyD88 und TIRAP (Toll-IL-1-Rezteptoradapterprotein), nachfolgender 
Signaltransduktion und Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB in die Freisetzung einer 
Reihe von Cytokinen, Chemokinen und immunologisch relevanten Adaptormolekülen 
resultiert [198-201]. 
Experimentelle Ansätze im Tiermodell bestätigten die adjuvante Wirkung von MALP-2. Die 
intranasale Coapplikation von MALP-2 führte zur Induktion antigenspezifischer humoraler 
und zellulärer Immunantworten, sowohl auf mukosaler als auch systemischer Ebene [202-
204] sowie protektiver Immunität [205, 206]. 
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I.3.1.3 Das Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) 
PQS ist ein Signalmolekül, das von dem Gram-negativem Bakterium Pseudomonas 
aeruginosa am Ende der exponentiellen Phase sekretiert wird und chemisch als 2-Heptyl-3-
Hydroxy-4-Quinolone identifiziert wurde (Abb. II.2). Zusammen mit anderen Quorum-
sensing Signalmolekülen (QSSM) kontrolliert PQS als Bestandteil der 4-Quinolone 
Signaltransduktionswege die Expression zahlreicher Virulenzfaktoren [207]. Wie andere 
Mitglieder der QSSM weist PQS eine starke immunomodulatorische Aktivität auf [208]. PQS 
induziert die Sekretion von Th1 Cytokinen und aktiviert dadurch vorwiegend Th1 
Immunantworten, die für die Bekämpfung von Infektionskrankheiten wie AIDS, Tuberkulose 
und Malaria, die durch intrazelluläre Krankheitserreger ausgelöst werden, essentiell sind. 
I.4 Modellantigene 
I.4.1 Die Hypervariable Region 1 (HVR1) des Hepatitis C Virus 
Hepatitis C ist mit etwa 130 Millionen Infizierten [209] eine der bedeutendsten 
Infektionskrankheiten weltweit. Das Hepatitis C Virus (HCV), ein einzelsträngiges (+Strang) 
RNA Virus der Familie der Flaviviridae [210], wird über den parenteralen Weg, 
beispielsweise durch unsterile Nadeln sowie Transfusion von Blut- und Blutprodukten 
übertragen und ist einer der Hauptverursacher von chronischen Lebererkrankungen, darunter 
Leberzhirrose und Leberkrebs [211]. Zurzeit ist jedoch weder eine effektive Therapie noch 
ein wirksamer prophylaktischer Impfstoff gegen Hepatitis C verfügbar. Die derzeit übliche 
Interferon/Ribavarin Kombinationstherapie ist sehr kostenintensiv und verursacht starke 
Nebenwirkungen [211]. Die Zukunft der HCV-Forschung geht in zwei Richtungen: 
Verbesserung der Medikation und Entwicklung einer präventiven Impfung. Die Entwicklung 
eines effizienten HCV-Impfstoffes gestaltete sich bislang jedoch als schwierig, da auf der 
einen Seite eine Kultivierung des Virus nicht möglich ist und auf der anderen Seite das HCV-
Genom, bedingt durch das Fehlen der Reparaturfähigkeit der RNA-Polymerase, genetisch 
sehr variabel ist und zu einer heterogenen Population von HCV-Varianten („Quasispezies“) 
innerhalb eines infizierten Organismus führt [212, 213]. Bislang sind sechs verschiedene 
HCV Genotypen und mindestens 70 Subtypen bekannt [214]. Folge dieser genetischen 
Variabilität ist das Auftreten von sog. „Escapemutanten“, die vom Immunsystem nicht 
erkannt werden, was in ca. 70% der Fälle zu einem chronischen Verlauf der HCV-Infektion 
führen kann [215]. 
Neue Ansätze der HCV Impfstoffentwicklung konzentrieren sich auf den besonders variablen 
aminoterminalen Bereich des E2-Hüllproteins des Virus, die hypervariable Region 1 (HVR1), 
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die vermutlich direkt in die Interaktion des HCV mit der Wirtszelle involviert ist [216, 217] 
und als Region einer möglichen Neutralisierung des Virus identifiziert wurde [218, 219]. Die 
Entwicklung einer effektiven HVR1-basierten HCV-Vakzine wird jedoch durch die hohe 
genetische Variabilität von HVR1 erschwert. Puntoriero et al. (1998) erstellten aus mehr als 
200 HVR1-Varianten ein Konsensusmotif und konnten durch die Selektion einer HVR1 
Phage Display Bibliothek mittels Seren chronisch mit unterschiedlichen Virus-Varianten 
infizierter Patienten ein synthetisches Konsensusepitop (R9) identifizieren, das eine hohe 
Reaktivität mit den verschiedenen Antikörperpopulationen aufwies und somit einen 
geeigneten Kandidaten für die Entwicklung einer effektiven HCV Vakzine darstellt. 
I.4.2 Mycobacterium tuberculosis Antigen MPT64 
Tuberkulose (TBC) fordert jährlich mehr Todesopfer als jede andere Infektionskrankheit 
[220]. Ausgelöst wird TBC durch Mycobacterium tuberculosis, ein invasives, intrazelluläres 
Bakterium das durch Tröpfcheninfektion übertragen wird und sich über die Interaktion 
mycobacterieller Lipoproteine mit TLR`s Eintritt in seine Wirtszelle, vorwiegend alveolare 
Makrophagen [221], verschafft. Etwa ein Drittel der Weltbevölkerung ist mit M. tuberculosis 
infiziert, aber nur in etwa 5 bis 10% der Fälle kommt es zu einem Krankheitsausbruch; 
betroffen sind v.a. Immungeschwächte. So ist das Risiko einer Krankheitsmanifestation im 
Fall einer Coinfektion von HIV-Infizierten mit M. tuberculosis um ein Vielfaches erhöht und 
stellt besonders in Ländern mit hoher HIV Durchseuchung, d.h. vorwiegend in 
Entwicklungsländern, ein immenses Problem dar [222]. 
TBC wird derzeit überwiegend mit Hilfe von Antibiotika behandelt, die bei einem direkten 
Einsatz in frühen Stadien einer Tuberkuloseerkrankung höchst wirksam sind [223, 224]. Ihr 
Einsatz ist jedoch sehr kosten- und zeitintensiv und wird von hohen Nebenwirkungen 
begleitet [225]. Viele der derzeit verwendeten Antibiotika sind jedoch durch das verstärkte 
Auftreten multiresistenter Erregerstämme nur begrenzt wirksam. 
Zurzeit ist kein effektiver Impfstoff zur Prävention von TBC verfügbar [226, 227]. Die 
Verwendung der einzigen verfügbaren Vakzine, einem Lebendimpfstoff basierend auf einem 
aus Gallenflüssigkeit von Rindern isolierten Mycobacterium bovis Stamm, Bacillus Calmette-
Guérin (BCG), der Anfang des letzten Jahrhundert durch mehr als 230 in vitro- Passagen 
attenuiert wurde, wird heute wegen einer häufig auftretenden Unverträglichkeit und der 
geringen Protektivität kontrovers diskutiert [228, 229]. 
Verschiedene potentiell protektive mycobakterielle Antigene wurden bereits identifiziert. 
Dazu gehören ESAT-6, Antigen 85 und MPT64 [230-235]. 
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Das ~22 kDa große Protein MPT64 ist Mitglied einer hochkonservierten Familie 
sekretorischer Proteine mit bislang noch unbekannter Funktion und wird bereits in frühen 
Phasen während der aktiven Replikation von M. tuberculosis sekretiert [236]. Experimentelle 
Anwendung fand MPT64 als Alternative zum Tuberkulin-Hauttest im Tierversuch [234] 
sowie in Klinischen Phase III Studien [237]. Die Verwendung von MPT64 im Rahmen der 
Entwicklung einer effektiven TBC-Vakzine hat sich bislang besonders im Fall von DNA-
Vakzinen [238] als erfolgreich erwiesen. 
I.5 Zielsetzung der Arbeit 
Im Hinblick auf die stetige Zunahme von Infektions- und Tropenkrankheiten, die 
unzureichende Kapazität etablierter Produktionssysteme sowie die mitunter unzureichende 
Wirksamkeit konventioneller Vakzine besteht weltweit ein enormer, stetig wachsender Bedarf 
an Produktionsverfahren, die eine Herstellung von effektiven, kostengünstigen und leicht zu 
handhabenden Impstoffen garantieren. Die orale Verabreichung von pflanzenproduzierten 
human- oder tiermedizinisch relevanten Subunit-Impfstoffen in Form von un- oder 
geringfügig prozessierten essbaren Lebensmittel- bzw. Futtermittelpflanzen ist unter 
sicherheitstechnischen und ökonomischen Gesichtspunkten vorteilhaft und könnte in Zukunft 
einen großen Beitrag zur Impfstoffversorgung leisten. 
Neben der geringen Immunogenität von löslichen Subunit-Impfstoffen stellt die Erzeugung 
adäquater Akkumulationslevel, die eine orale Verabreichung angemessener Mengen des zu 
verzehrenden bzw. zu verfütternden Pflanzenmaterials erlauben, eine der größten 
Herausforderungen auf dem Weg der Entwicklung und Etablierung oral applizierbarer 
Impfstoffe dar.  
In der vorliegenden Arbeit sollten Strategien zur Steigerung der Akkumulation und 
Effektivität pflanzenproduzierter oral verfügbarer Subunit-Vakzine evaluiert werden: 
1. Verankerung von Vakzinantigenen in der Pflanzenzellmembran zur Erhöhung der 
Stabilität (gesteigerte Akkumulation) und partikulären Präsentation (verbesserte 
Aufnahme durch spezialisierte Zellen des Darmepithels) 
2. Fusion der Vakzinantigene an das mukosale Carrierprotein CTB (gesteigerte Adhäsion 
und Aufnahme über das Darmepithel) 
3. Coapplikation von mukosalen Adjuvantien (immunstimulatorische Wirkung). 
Die Vakzinantigene sollten durch die Fusion an die β-Kette des humanen T-Zell Rezeptors 
(TCRβ) in der Zellmembran der Tabakkultivare Nicotiana tabacum cv. Petite Havana SR1 
und N. tabacum cv. Nft51 verankert und die Membranintegration durch Lokalisationsanalysen 
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bestätigt werden. Am Beispiel zweier Modellantigene (HVR1/R9 und MPT64) sollte der 
Einfluss von drei Membranankerversionen mit unterschiedlich verkürzter bzw. fehlender 
konstanter extracytoplasmatischer Domäne der TCRβ-Kette auf die Stabilität und 
Akkumulation der Antigene in der Pflanzenzelle im Vergleich zu apoplasmatisch 
exprimierten Antigenversionen analysiert werden. 
Die bestexprimierenste Antigenvariante sollte nach der Analyse des Einflusses von 
Prozessierung und Lagerung auf die Antigenstabilität in verschiedenen Präparationsvarianten 
mit und ohne die intranasal verabreichten mukosalen Adjuvantien MALP-2 und PQS zum 
Einsatz kommen. Anschließend sollte die immunogene Wirkung der unterschiedlichen 
Impfstoffkompositionen nach oraler Applikation in Mäusen durch die Analyse der 
antigenspezifischen lokalen sIgA- und Serum-IgG-Antikörperantworten charakterisiert 
werden. 
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Abbildung I.1: Schematische Übersicht über den experimentellen Ablauf der durchgeführten Arbeiten.
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II. MATERIAL UND METHODEN 
II.1 Material 
II.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Reaktionskits 
Alle verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: BioRad (München), 
GibcoBRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), MWG-Biotech (Ebersberg), Pharmacia 
(Uppsala, Schweden), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma 
(Disenhofen). Verbrauchsmaterialien stammten von: Amersham (Braunschweig), Amicon 
(Witten), Biozym (Oldendorf), Eppendorf (Hamburg), Fermentas (Sankt Leon-Rot), Filtron 
(Northborough, USA), Greiner (Solingen), ICN Biomedicals GmbH (Meckenheim), 
Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Düren), Millipore (Eschborn), MP Biomedicals 
(Ohio, USA) Novagen (Darmstadt), Pall Life Sciences (Dreieich), Qiagen (Hilden), Roth 
(Karlsruhe), Sarstedt (Nürnbrecht), Schott (Mainz), Serva, Stratagene (Amsterdam, 
Niederlande), Whatman (Bender & Hobheim, Bruchsal) und Zeiss (Oberkochen). Die 
verwendeten Enzyme zur Restriktion, Modifikation und Amplifikation von DNA wurden von 
den Firmen New England Biolabs (NEB, Schwalbach), Fermentas, ABgene (Epson, UK) und 
Promega (Mannheim) bezogen. Folgende Reaktionskits der Firma Qiagen wurden verwendet: 
QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Plasmid Midi Kit, QIAquick Gel Extraction Kit und 
QIAquick PCR Purification Kit. 
II.1.2 Antikörper und enzymkonjugierte Nachweisantikörper 
Tabelle II.1: Antikörper zum qualitativen bzw. quantitativen Proteinnachweis im Immunoblot (II.3.5), 
Dot Blot (II.3.5) bzw. im ELISA (II.3.6). 
Antikörper Merkmal Zielepitop Konzentration Bezugsquelle 
Mα-CTB 
Clone 3D11 
monoklonal, aus Maus 
Cholera Toxin 
B-Untereinheit 
(CTB) 
3,2 mg/ml HyTest, Finnland 
Kα-CTB polyklonal, aus 
Kaninchen 
Cholera Toxin 
B-Untereinheit 
(CTB) 
1 mg/ml 
Sigma-Aldrich, 
USA 
Zα-CTB polyklonal, aus Ziege 
Cholera Toxin 
B-Untereinheit 
(CTB) 
- Calbiochem, USA 
Kα-CT polyklonal, aus 
Kaninchen 
Cholera Toxin 
(CT) 
1 mg/ml 
Sigma-Aldrich, 
USA 
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Mα-GFP 
JL-8 
monoklonal, aus Maus 
Aequoria 
victoriaGFP 
- 
BD Biosciences, 
Heidelberg 
Kα-GST polyklonal, aus 
Kaninchen 
GST - 
M. Monecke, 
Institut für 
Molekulare 
Biotechnologie der 
RWTH Aachen 
Mα-GST monoklonal, aus Maus GST ~1-5 mg/ml M. Monecke 
Kα-R9 (R208) 
polyklonal, aus 
Kaninchen 
HVR1 - [239] 
 
Tabelle II.2 : Antikörper für den immunologischen Nachweis antigenspezifischer IgA-Antikörper im 
Stuhl sowie IgG-Antikörper im Serum (II.7.5.2 und II.7.5.3) und die Quantifizierung von Gesamt-IgA im 
ELISA (II.7.5.1). 
Antikörper Merkmal Zielepitop Konzentration Bezugsquelle 
Kα-IgA (H) polyklonal, aus 
Kaninchen 
Maus IgA, H 
(α-Kette) 1 mg/ml Rockland, USA 
Zα-IgA (H) polyklonal, aus Ziege Maus IgA, H 
(α-Kette) 1 mg/ml 
Sigma-Aldrich, 
USA 
Zα-IgG, IgA, 
IgM (H+L) 
polyklonal, aus Ziege 
Maus IgG, IgA 
und IgM, H+L 
2 mg/ml Rockland, USA 
ZαM (Fab) polyklonal, aus Ziege Maus, Fab-
Fragment 
2 mg/ml Sigma-Aldrich 
ZαMHRPO (Fc) polyklonal, aus Ziege 
HRPO-Konjugat 
Maus IgG, Fc 0,4-0,8 mg/ml Dianova, Hamburg 
 
Tabelle II.3: Enzymkonjugierte Sekundärantikörper. 
AP (Alkalische Phosphatase-) konjugierte Sekundärantikörpern dienten dem qualitative Proteinnachweis im 
Immunoblot (II.3.5). Der quantitative Nachweis im ELISA erfolgte ausschließlich mit HRPO (Meeerrettich-
Peroxidase-)konjugierten Sekundärantikörpern (II.3.6). 
Antikörper Merkmal Zielepitop Konzentration Bezugsquelle 
ZαMHRPO 
(H+L) (Fc) 
polyklonal, aus Ziege 
HRPO-Konjugat 
Maus IgG, 
H+L, Fc 
0,4-0,8 mg/ml Dianova 
ZαKHRPO(Fc) polyklonal, aus Ziege 
HRPO-Konjugat 
Kaninchen 
IgG, Fc 
0,4-0,8 mg/ml Dianova 
KαZHRPO(Fc) 
polyklonal, aus 
Kaninchen 
HRPO-Konjugat 
Ziege IgG, Fc 0,4-0,8 mg/ml Dianova 
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ZαMAP(H+L), 
(Fc) 
polyklonal, aus Ziege 
AP-Konjugat 
Maus IgG, 
H+L, Fc 
0,4-0,8 mg/ml Dianova 
ZαKAP (Fc) polyklonal, aus Ziege 
AP-Konjugat 
Kaninchen 
IgG, Fc 
0,4-0,8 mg/ml Dianova 
KαZAP (Fc) 
polyklonal, aus 
Kaninchen 
AP-Konjugat 
Ziege IgG, Fc 0,4-0,8 mg/ml Dianova 
 
Tabelle II.4: Fluorochrom-konjugierter Sekundärantikörper. 
Antikörper Merkmal Zielepitop Konzentration Bezugsquelle 
HαZAlexa488 
(H+L) 
polyklonal, aus Huhn 
Alexa FluorTM 488-
Konjugat 
Ziege IgG, 
H+L 
2 mg/ml 
Molecular Probes, 
Niederlande 
II.1.3 Synthetische Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (München) 
synthetisiert und dienten zur Modifikation bzw. Amplifikation von DNA-Fragmenten (II.2.2) 
sowie gegebenenfalls zur Überprüfung der korrekten Basenpaarabfolge mittels Sequenzierung 
(II.2.7).  
Tabelle II.5 : Klonierungsoligonukleotide. 
Name Sequenz 5’- 3’ 
pSS LPH forw. ACC ACG TCT TCA AAG CAA GTG G 
LPH-CTB back GTA ATA TTT TGA GGT GTG GAG TGA ACA CCT GCA GTG CCG 
CTB forw. GCA GGT GTT CAC TCC ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TTG 
HVR1 back GCG CAA GCT TGT CGA CAT TTT GAG AAG CTC CTG GAG 
HVR1-apo back GCG CAA GCT TCT AGA TTT AAT TTT GAG AAG CTC CTG GAG 
MPT64 back GCG CAA GCT TGT CGA CGG CCA GCA TCG AGT CG 
MPT64-apo back GCG CAA GCT TCT AGA TTT AGG CCA GCA TCG AGT C 
TcR forw. CCG GAA TTC GTC GAC ATC CTG CTA GGG AAG GCC ACC CTG 
TcRhinge forw. CCG GAA TTC GTC GAC GGC TTA ACC TCG GTG TCC 
TcRCys forw. CCG GAA TTC GTC GAC GGT AGA GCA GAC TGT GGC 
TcR back GCG CAA GCT TCT AGA TTT AGA AAT CCT TTC TCT TGA CC 
GFP forward CAT GCC ATG GGG CCA GCC GCT GCT GCA GCC GCA TCT GCT 
GFP back GCT CTA GAT TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC 
GFP only back CGC GTC GAC CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC 
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Tabelle II.6 : Sequenzieroligonukleotide. 
Name Sequenz 5’- 3’ 
35Sseq2 ATC CTT CGC AAG ACC CTT CC 
35Sseq1 ATC CTT CGC AAG ACC CTT CC 
PS-3-back AGA GAG AGA TAG ATT TGT AGA GA 
II.1.4 Plasmid-Vektoren 
pTRAKc: 
Der binäre Pflanzenexpressionsvektor pTRAKc (6,6 Kb) [AmpR, CbR, KmR] diente sowohl 
der Transformation von Agrobacterium tumefaciens als auch dem Transfer der 
Expressionskassetten in das Tabakgenom. Das pTRAKc Plasmid ist ein Derivat des pPAM 
Expressionsvektors (GenBank: AY027531; Dr. Thomas Rademacher, Institut für Molekulare 
Biotechnologie der RWTH Aachen). Zwischen der linken und der rechten „Border“-Sequenz 
befindet sich die CaMV-35-S Expressionskassette von pRT101 mit 35S Promotorsequenz des 
Cauliflower mosaic virus (CaMV) mit duplizierter 35S-Enhancer Region [107], die 
Signalsequenz der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24 sowie die CaMV 
Terminations- und Polyadenylierungssequenz. Neben der 5’ untranslatierten Region (UTR) 
der Chalconsynthase aus P. hortense und der „Scaffold Attachment Regions“ (SAR) aus 
Tabak zur optimierten Proteinexpression in planta [240] ist ebenfalls das 
Kanamycinresistenzgen nptII integriert, das eine Selektion positiver transgener Pflanzen 
ermöglicht. Die Replikationsstartpunkte RK2 und ColE1 erlauben eine Replikation sowohl in 
A. tumefaciens als auch in E. coli. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das 
rekombinante Plasmid pTRAKc-dhfr-AH-new verwendet, das die kodierende Sequenz für die 
Dihydrofolatreduktase (dhfr) mit C-terminalem His6-Motiv enthielt. 
pTRA-Ve2-GFP: 
Der rekombinante Vektor pTRA-Ve2-GFP [241] basiert auf pTRAKc und enthält die 
kodierende Sequenz für das Emerald CytoGem GFP [242] (Aurora Bioscience, San Diego) 
mit N-terminal fusioniertem 20aaLinker, der die individuelle Faltung von Fusionspartnern 
garantieren soll (III.1.3.2). Die cDNA für diese GFP-Variante, die sich durch zahlreiche 
Mutationen (S65T/S72A/N149K/M153T/I167T/H231L) vom WT-GFP unterscheidet, stammt 
ursprünglich aus dem Vektor pB10-2 (Dr. Paul Dupree, University of Cambridge, UK). 
pCEANA3-TcR: 
Der auf pSS basierende Vektor pCEANA3-TcR (Dr. Carmen Vaquero, Institut für 
Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen) kodiert für ein Fusionsprotein bestehend aus 
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der N-terminalen N- und A3-Domäne des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) und der C-
terminal fusionierten konstanten Region der β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors (TCRβ) 
(I.2.2.1) und diente als Template zur Amplifikation der TCRβ-Membranankervarianten. 
HVR1 in 30B: 
Der rekombinante virale TMV-basierte Vektor 30B [243] wurde freundlicherweise von Dr. 
Vidadi Yusibov (Fraunhofer CMB, Newark, DE, USA) zur Verfügung gestellt. Er kodiert für 
ein Fusionsprotein bestehend aus der N-terminalen B-Untereinheit des Cholera Toxins (CTB) 
(GenBank: U25679) [244] und dem C-terminalen HVR1 Konsensus-Epitop R9 [218] und 
wurde als Template zur Amplifikation des CTB-HVR1 Genkonstruktes verwendet. Die hvr1-
Sequenz wurde unter der Verwendung pflanzentypischer Codons modifiziert [244]. 
MPT64 in 30B: 
Der rekombinante virale TMV-basierte Vektor 30B kodiert für ein Fusionsprotein aus dem N-
terminalen CTB und der Proteinsequenz des reifen MPT64 (Dr. Vidadi Yusibov, Fraunhofer 
CMB, Newark, DE, USA). Die mpt64-Sequenz unterscheidet sich durch folgende Austausche 
von der NCBI Datenbanksequenz X75361: E7Q (GAG→CAG). 
II.1.5 Bakterienstämme und Pflanzen 
Der Bakterienstamm Escherichia coli DH5α [245] diente als Rezipient von rekombinanter 
DNA sowie der in vitro Amplifikation und Isolierung von Plasmid-DNA. Die Agrobakterien-
vermittelte Transformation von Tabak erfolgte mit Hilfe des Stammes A. tumefaciens 
GV3101, der das Helferplasmid pMP90RK trägt [246]. 
Für die transiente und stabile Expression der Genkonstrukte wurden die Tabakkultivare 
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1 [247] und Nicotiana tabacum Nft51 (Bundesanstalt 
für Züchtungsforschung, Quedlinburg) [248], sowie Tabaksuspensionszellen der Varietät 
Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (BY-2) verwendet [249].
Bakterienstamm Charakterisierung Referenz 
E. coli DH5α φ80d lacZΔM15,recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 
(rk-, mk-), supE44, relA1, deoR, Δ(lacZYA-argF)U196 
Hanahan, 1983 
A. tumefaciens 
GV3101 
pMP90RK[GmR, KmR, RifR] Koncz and Schell, 
1986 
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II.1.6 Versuchstiere 
In den Immunisierungsexperimenten wurden ausschließlich weibliche acht Wochen alte 
Versuchstiere des Maus-Inzuchtstammes Balb/c verwendet. Die Genehmigung zur 
Durchführung von Versuchen an Wirbeltieren wurde gemäß § 8 des Tierschutzgesetzes durch 
die Bezirksregierung des Landes NRW erteilt und wird unter dem Aktenzeichen 50.203.2-AC 
30,38/03 und der ZV-Nummer: 10073G1 geführt. Die Haltung der Tiere erfolgte 
entsprechend den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes in der Versuchstieranlage des 
Universitätsklinikums Aachen. 
II.1.7 Mukosale Adjuvantien 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Varianten der unter I.3.1.2 und I.3.1.3 
beschriebenen Adjuvantien MALP-2 (Abb. II.1) und PQS (Abb. II.2) verwendet, die durch 
chemische Kopplung an PEG (Polyethylenglycol) modifiziert wurden, um ihre Löslichkeit zu 
erhöhen und die Aufnahme über die Schleimhaut zu optimieren. Die modifizierten 
Adjuvantien wurden freundlicherweise von Dr. Thomas Ebensen (Helmholtz Zentrum für 
Infektionsforschung, Braunschweig, Abteilung Vakzinologie) zur Verfügung gestellt. 
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Abbildung II.1: Strukturformel BPPCysPEG (modifiziertes MALP-2). 
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Abbildung II.2: Strukturformel PQS-PEG (modifiziertes PQS-Hydroxyquinolone). 
II.1.8 Puffer, Medien und Lösungen 
Standardpuffer, -medien und -lösungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach 
Sambrook (2000) hergestellt. Medien wurden durch Autoklavieren (25 min./ 121°C/ 1 bar) 
sterilisiert, thermolabile Substanzen wurden gegebenenfalls steril filtriert (Ausschlussgröße 
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∅ 0,22 µm). Soweit nicht in den entsprechenden Methoden aufgeführt wurde der pH-Wert 
mit 1 M HCl bzw. 1 M NaCl eingestellt. 
II.1.9 Geräte, Apparaturen und Zubehör 
Biosensor-Messgerät:  BIAcore T100 (BIAcore AB, Uppsala, Schweden) 
Bohrer:    Motorgetriebener Edelstahlpistill (Heidolph, Darmstadt) 
Dampfsterilisator: Varioclav 135S (H+P Labortechnik, Oberschleißheim) 
DNA Sequenzierapparatur: ABI Prism 3700 Sequenzier-Station (Applied Biosystems, Darmstadt) 
Elektrotransformations-App.: Gene Pulser und Pulse Controller Unit (BioRad) 
HPLC:    Waters 2795 Alliance HPLC (Waters, Milford USA) 
Lyophilisator: Loc-2 Beta 1-8 (Christ, Osterode) 
Mikroskope: Leica TCS SP Upright Confocal Laser Scanning Microscope (Leica, 
Heidelberg), Objektive: HCX PL APO 40x/1,25-0,75 NA oil 
immersion, HCX PL APO 63x/1,32-0,6 NA oil immersion, LaserL: 
Argon-Laser (488nm), Krypton-Laser (564nm); Lichtmikroskop 
Dialux 20 Diavert (Leitz, Wetzlar) 
Mixer:    Warring Blender (VWR, Darmstadt) 
MS: Quattro Ultima PT, Waters, Säule 125 x 2.0 mm Hypersil MOS 5 µm 
(Waters) 
PCR-Thermocycler: Primus 96 und Primus 25 (MWG-Biotech, Ebersberg), Mastercycler 
Gradient (Eppendorf, Hamburg), MJ Thermal Cycler PTC-200 (MJ 
Research, Waltham, USA) 
Photodokumentation: UV-Transilluminator und Fotodokumentationssystem: 299 (Herolab, 
Wiesloch) 
Photometer: Eppendorf Bio Photometer (Eppendorf), NanoDrop ND-1000 
(Peqlab), ELISA-Lesegerät SpectraMax (Molecular Devices, 
Sunnyvale, USA) 
Phytokammer:   OSRAM Powerstar, HQI 400W/DH (Osram, München) 
Pipettierrobotor: Beckman Biomek 2000 Robotic Workstation und Beckman Biomek 
FX Robotic Worksation (Beckman Coulter, Fullerton, USA) 
Proteinblotting-Apparatur: Mini Trans-Blot Cell (BioRad) 
Proteingel-Apparatur:  Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Cell (BioRad) 
Reinstwasseranlage: Easypure (Werner GmbH, Leverkusen), MembraPure (MembraPure 
GmbH, Bodenheim) 
Rotoren: JA-25.50, JLA-10.500, JA-10 und SW60 (Beckmann Coulter) 
Rührer:    RCT-Basic (IKA Labortechnik, Staufen) 
Scanner: Agfa Arcus II Scanner (Agfa, Leverkusen); HP Scanjet 4890 
Schüttler: Innova 4430 und Innova 4340 (New Brunswick Scientific, Nürtingen), 
Function line (Heraeus, Hanau), Eppendorf Thermomixer comfort 
(Eppendorf), ELMI Skyline, Intelli-Mixer RM-2 (ELMI, Riga, 
Lettland) 
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Software: Microsoft Office 2000 (Microsoft), Adobe Photoshop 6.0 (Microsoft), 
Origin 6.1 und 7.5G (Microcal), Metamorph 4.5 (Universal Imaging, 
West Chester, PA), Clone Manager 5 und 8 (Scientific & Educational 
Software, Cary NC, USA) 
Sonifier:   Labsonic U (B. Braun Biotech, Melsungen) 
Speed Vac Zentrifuge:  Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf) 
Sterilbänke: Babcock-BSH Typ THL 1.33.1 (Bad Hersfeld), Herasafe (Kendro, 
Hanau), Kojair KR Biowizard 130 (Kojair Tech Oy, Vippula, 
Finnland) 
UV-Crosslinker: GS Gene Linker UV Chamber (BioRad), Crosslinker CL-1000 (LTF 
Labortechnik GmbH & Co. KG, Wasserburg) 
Vakuumexsikkator:  Glaswerk (Wertheim) 
Vakuumpumpe:  Trivac S4A (Leybold-Heraeus, Osterode) 
Vortexer:   Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, USA) 
Zentrifugen: Avanti J-26 XPI (Beckman Coulter), Avanti J25 (Beckman Coulter), 
Microfuge R (Beckman Coulter), Eppendorf Centrifuge 5415 D und 
5415 R (Eppendorf), Multifuge 3S (Heraeus), Biofuge pico (Heraeus), 
Pico Fuge (Stratagene, La Jolla, CA, USA), Varifuge 3.0R (Heraeus), 
Ultrazentrifuge L60 (Beckman Coulter) 
II.1.10 Genehmigung der durchgeführten Arbeiten 
Die Genehmigung der gentechnischen Arbeiten ist unter der Registrierbescheid-Nr. 130(64-
K-1.85/02) beim Landesumweltamt NRW eingetragen. 
II.2 Molekularbiologische Methoden 
II.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Zwecks anschließender Analyse und Identifizierung positiver Bakterienklone wurde Plasmid-
DNA nach der „Boiling-Prep“-Methode isoliert (Holmes und Quigley, 1981). Die Isolierung 
von Plasmid-DNA für Klonierungen (II.2.6) und Sequenzierungen (II.2.7) aus E. coli erfolgte 
chromatographisch mit Hilfe der Reaktionskits „QIAprep Spin Miniprep Kit“ und „Plasmid-
DNA QIAquick Plasmid Midi Kit“ (Qiagen). Die Ausbeute und Qualität der isolierten 
Plasmid-DNA wurde durch photometrische Absorptionsmessung bei 260nm sowie 
Restriktionsanalysen (II.2.3) mit anschließender Agarosegelelektrophorese bestimmt (II.2.4) 
II.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation und Modifikation von DNA erfolgte mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion [250]. 
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II.2.2.1 Standard-PCR 
Die Amplifikation sowie das Einfügen gewünschter Restriktionsschnittstellen an den 5’- und 
3’-Enden der zu amplifizierenden DNA-Fragmente erfolgte nach einem Standard-Protokoll 
durch die Verwendung von spezifischen synthetischen Oligonukleotiden (II.1.3) und der 
ExpandTM High Fidelity DNA Polymerase (Roche) mit „Proof Reading“-Aktivität. 
PCR-Ansatz:  10 x PCR-Puffer (Roche)    10 % (v/v) 
dNTP Mix       0,2 µM 
MgCl2        1,5–2,5 mM  
3`-Primer      0,2 µM 
5`-Primer      0,2 µM 
Template DNA      10-100 ng 
“Expand High Fidelity Polymerase” (Roche)  1-3,5 U 
ddH2O       ad 50 µl 
 
PCR-Reaktion: Denaturierung:  5 min.  94°C  1x 
Annealing:  2 min.  50°C   
Primer-Verlängerung: 2 min.  72°C  30x 
Denaturierung:  1 min.  94°C  
Finale Verlängerung: 5 min.  72°C  1x 
 
Nach Abschluss der PCR-Reaktionen wurden 5 µl des Reaktionsansatzes auf ein 1,2%iges 
(w/v) Agarosegel aufgetragen, aufgetrennt und hinsichtlich Größe, Reinheit und Ertrag 
analysiert (II.2.4). Bei erfolgreicher Amplifikation wurden die DNA-Fragmente nach 
elektrophoretischer Auftrennung im präparativen Agarosegel (II.2.5) mit Hilfe des „QIAquick 
PCR Purification Kit“ bzw. des „QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) nach 
Herstellerangaben isoliert und standen für weitere Klonierungsschritte zur Verfügung. 
II.2.2.2 SOE-PCR 
Die SOE (“gene splicing by overhang extension”) PCR ist eine Variante der PCR, welche die 
Verknüpfung zweier DNA-Fragmente ohne die Verwendung von Restriktionsenzymen und 
Ligase durch einen Überlapppungsbereich zwischen den beiden Fragmenten ermöglicht [251]. 
Mit Hilfe von SOE-Primern wurden im Vorfeld in einer Standard-PCR komplementäre 
Überhänge an den Enden der zu verknüpfenden Fragmente erzeugt (II.2.2.1), welche in PCR 
Reaktion 1 hybridisierten und durch die Verwendung einer DNA-Polymerase aufgefüllt 
wurden. In einer zweiten PCR-Reaktion erfolgte die Reamplifikation der entstandenen 
doppelsträngigen Hybriden (SOE-PCR-Produkte) durch die Verwendung von Primern, die 
komplementär zu den Enden des Gesamtproduktes sind. 
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PCR-Ansatz 1: 10 x PCR-Puffer (Roche)    10 % (v/v) 
dNTP Mix       0,2 µM 
MgCl2 (Roche)      1,5-2,5 mM 
DNA-Fragment 1     x µl 
DNA-Fragment 2     x µl 
“Expand High Fidelity Polymerase” (Roche)  1,05-3,5 U 
ddH2O       ad 50 µl 
 
PCR-Reaktion 1: Denaturierung:  5 min.  94°C  1x 
Annealing:  2 min.  53°C   
Primer-Verlängerung: 2 min.  72°C  5x 
Denaturierung:  1 min.  94°C  
  
PCR-Ansatz 2: 10 x PCR-Puffer (Roche)    10 % (v/v) 
dNTP Mix       0,2 µM 
MgCl2 (25mM, Roche)     1,5-2,5 mM 
3`-Primer      0,2 µM 
5`-Primer      0,2 µM  
PCR-Ansatz 1 (SOE-PCR-Produkt)   10 µl 
“Expand High Fidelity Polymerase” (Roche)  1,05-3,5 U 
ddH2O       ad 50µl 
 
PCR-Reaktion 2: Denaturierung:  5 min.  94°C  1x 
Annealing:  2 min.  50°C   
Primer-Verlängerung: 2 min.  72°C  30x 
Denaturierung:  1 min.  94°C  
Finale Verlängerung: 5 min.  72°C  1x 
 
Die qualitative und quantitative Analyse und Isolierung der PCR-Produkte erfolgte wie unter 
II. 2.2.1 beschrieben. 
II.2.2.3 Kolonie PCR 
Die Identifizierung rekombinanter E. coli (II.1.5) und A. tumefaciens Zellen (II.1.5) erfolgte 
mit Hilfe einer Kolonie-PCR, die auf der Verwendung intakter Zellen als DNA-Template 
basiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in ein PCR-Reaktionsgefäß 
mit 20 µl sterilem ddH2O überführt, die Plasmid-DNA durch Aufkochen freigesetzt und 10 µl 
des Zelllysats in einem PCR-Ansatz (II.2.2.1, Endvolumen 25 µl) eingesetzt. Die PCR 
erfolgte nach dem unter II.2.2.1 aufgeführten Standardprotokoll unter der Verwendung der 
Taq DNA-Polymerase. Die PCR-Produkte wurden in einer nachfolgenden 
Agarosegelelektrophorese (II.2.4) analysiert. 
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II.2.3 Restriktion von DNA 
Für analytische Restriktionen wurde ca. 100 ng DNA in einem Volumen von 10 µl, für 
präparative Verdaue ca. 2 µg DNA in einem Volumen von 50µl eingesetzt. Alle 
enzymatischen Restriktionen erfolgten mit ~1 U Enzym pro µg DNA nach Herstellerangaben 
in dem optimalen Puffersystem. Bei einem Doppelverdau wurden Restriktionsenzyme mit 
gleichem Pufferanspruch und Temperaturoptimum gleichzeitig verwendet. Im Fall 
inkompatibler Reaktionsbedingungen wurde die Plasmid-DNA zwischen den Restriktionen 
säulenchromatographisch (QIAquick PCR Purification Kit“, Qiagen) gereinigt. 
II.2.4 Analytische Agarosegelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA und DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8 bis 
1,2%igen (w/v) Agarosegelen mit 0,1 µg/ml des interkalierenden, fluoreszierenden 
Farbstoffes Ethidiumbromid im TBE-Puffersystem (90 mM Tris, 90 mM Borsäure, 2,5 mM 
EDTA) in einer Horizontal-Gelelektrophesekammer (BioRad) bei 100 V [252]. Als 
Molekulargewichtsstandard zur Konzentrations- und Größenbestimmung dienten jeweils 500 
ng PstI-restringierte DNA des λ-Phagen, 1 kBp Leiter (Roth) oder 100 Bp Leiter (Roth). Die 
aufgetrennte DNA wurde unter UV-Bestrahlung mit Hilfe des UV-Transilluminator und 
Fotodokumentationssystem 299 (Herolab) bei einer Wellenlänge von 302 nm visualisiert und 
dokumentiert. 
II.2.5 Präparative Agarosegelelektrophorese und DNA-Isolierung  
Analog zur analytischen Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von DNA zur 
Gewinnung linearisierter Vektoren und verdauter DNA-Fragmente in frischem TBE-Puffer 
(II.2.4). Die entsprechenden DNA-Banden wurden mit Hilfe eines Skalpells auf dem UV-
Transilluminator bei 302 nm direkt aus den Agarosegelen ausgeschnitten. Die Isolierung von 
DNA erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gelextraktionskits (Qiagen) nach Herstellerangaben. 
II.2.6 Ligation restringierter DNA-Fragmente  
Die Ligation der linearisierten Vektoren und DNA-Fragmente nach erfolgreicher Restriktion 
und chromatographischer Reinigung erfolgte in einem molaren Verhältnis von 1:3 mit Hilfe 
der T4 DNA Ligase (New England Biolabs) in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Die 
Ligation fand unter optimalen Pufferbedingungen gemäß Herstellerangaben statt (Quick 
Ligation Kit, New England Biolabs). Zur Entfernung der Salze wurden die Ligationsansätze 
gegen ddH2O dialysiert (Millipore Filtermembran, cutoff 0,025 µm) und in E. coli 
transformiert (II.4.3). 
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II.2.7 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung von rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte nach der 
Kettenabbruchmethode, die auf dem statistischen Einbau von fluoreszenzmarkierten 2’,3’-
Didesoxyribonukleotiden und nachfolgendem Kettenabbruch am 3’-Ende beruht [253]. Zur 
Sequenzanalyse wurde der „DNA Analyzer ABI PRISM® 3730“ (Applied Biosystems) und 
das Big DyeTMcycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben eingesetzt. 
Diese Methode basiert auf der Fluoreszenzmarkierung einzelner Didesoxynukleotide und 
Auftrennung der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente in Kapillaren. Die Auswertung der 
Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der Programme Chromas und Align IR (Sequence Alignment 
Program Version 4.0). 
II.3 Proteinanalytische Methoden 
II.3.1 Isolierung von Gesamtprotein aus Pflanzenmaterial 
Zur Extraktion von Gesamtprotein aus Pflanzenmaterial wurden Blätter transient (II.5.2.2) 
oder stabil transformierter Tabakpflanzen (II.5.2.3) nach Entfernen der Mittelrippe in 
flüssigem Stickstoff in einem Mörser pulverisiert und anschließend in 2 Volumen (v/v) 
eiskaltem denaturierenden, detergenzhaltigem Extraktionspuffer (200 mM Tris (pH 7.5), 5 
mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, 10 mM DTT) homogenisiert. Analog dazu 
erfolgte in einem schnellen Verfahren das Screening transgener Pflanzen durch die 
Proteinextraktion aus ausgestanzten Blattscheiben in 1,5 ml Eppendorfgefäßen unter der 
Verwendung eines elektrischen Pistills bzw. die Homogenisierung größerer Mengen 
Blattmaterial im Warring Blender und Zugabe von Extraktionspuffer. Nach Sedimentation der 
Zelltrümmer (13.000 x g, 4°C, 30 min.) wurden die Proteine im Überstand proteinchemisch 
analysiert und gegebenenfalls üN bei 4°C oder längerfristig bei -20°C gelagert. 
II.3.2 Isolierung von Gesamtprotein aus BY-2 Zellen 
Zur Extraktion von Gesamtprotein wurden ca. 0,2-0,3 g BY-2 Kalli bzw. Suspensionszellen 
nach dem vollständigen Sedimentieren der Zellen (2500 x g, 4°C, 5 min.) mit 2-fach (v/v) 
eiskaltem Extraktionspuffer (II.3.1) versetzt und in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß mit dem 
elektrischen Pistill homogenisiert. Die Zellen wurden anschließend durch Ultraschall 
aufgeschlossen (1 min., 60 Watt, Impulslänge 0,6 sec.) und der Zellaufschluss zur Entfernung 
der Zelltrümmer zentrifugiert (15.000 x g,4°C, 30 min). Der klare Überstand wurde 
proteinchemisch analysiert und gegebenenfalls üN bei 4°C oder längerfristig bei -20 °C 
gelagert. 
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II.3.3 Bestimmung des Gesamtproteingehalts 
Die photometrische Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach der Methode von Bradford 
(Bradford, 1976) mit dem Farbstoff Coomassie Brillant Blue (CBB) G250 (Roti®-Quant, 
Roth) und anschließender Extinktionsmessung bei 595 nm gemäß Herstellerangaben. Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte in Doppelbestimmung durch Korrelation der Mittelwerte 
mit einer Eichkurve, die aus bekannten Konzentrationen des Standardproteins 
Rinderserumalbumin (RSA, Albumin Fraction V Protease free, Roth) (Eichkonzentrationen 
von 10-250 µg/ml) erstellt wurde. 
II.3.4 SDS-PAA Gelelektrophorese und CBB-Färbung 
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem diskontinuierlichen SDS-PAA Gel unter 
denaturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970). Die Proteine wurden zwecks 
Denaturierung und Anlagerung von SDS in 1 x SDS-Probenpuffer über einen Zeitraum von 
5 min. aufgekocht und anschließend im elektrischen Feld bei 160 V im 12%igen (w/v) SDS 
PAA Gel aufgetrennt. Die alternative Auftrennung der CTB-Fusionsproteine im linearen 
Gradientengel (NuPAGE® Novex 4-12% (w/v) Bis Tris Gel, Invitrogen) erfolgte nach dem 
Aufkochen der Proben für mindestens 15 min. in Probenpuffer (LDS Sample Buffer, 
Invitrogen) mit Reduktionsmittel (NuPAGE® Sample Reducing Buffer, Invitrogen) in 
Laufpuffer (NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer) unter Zusatz von Antioxidans 
(NuPAGE® Antioxidant, Invitrogen) gemäß Herstellerangaben. 
Vorgefärbte Proteinlängenstandards („PPM, Prestained Protein Marker Broad Range“, New 
England Biolabs; „Page RulerTM Prestained Protein Ladder“, Fermentas) dienten der 
Größenbestimmung der aufgetrennten Proteine. Nach elektrophoretischer Auftrennnung 
wurden die Gesamtproteine mittels CBB-Färbung visualisiert (Wilson, 1983). Zur 
Dokumentation wurde das entfärbte Gel zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet und 
digitalisiert. 
5 x SDS Probenpuffer:     1 x SDS-Laufpuffer: 
Tris-HCl (pH 6,8) 62 mM     Tris  25 mM 
Glycerin  30% (v/v)    Glycin  192 mM 
SDS   4% (w/v)    SDS  0,5% (w/v) 
2-Mercaptoethanl 10% (v/v) 
Bromphenolblau 0,05% (w/v) 
 
CBB-Färbelösung:      CBB-Entfärbelösung: 
Methanol    50% (v/v)  Methanol  5% (v/v) 
Essigsäure    9% (v/v)  Eisessig  7,5% (v/v) 
Coomassie Brilliant Blue G-250 0,25% (w/v) 
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II.3.5 Immunoblot und Dot Blot Analyse 
Die Immunoblot Analyse erlaubt einen schnellen und spezifischen Nachweis rekombinanter 
Proteine im Nanogrammbereich über spezifische Antigen-Antikörper-Reaktionen [254]. Der 
Transfer und die Immobilisierung der im SDS PAA Gel aufgetrennten Proteine (II.3.4) auf 
eine Nitrozellulosemembran („Hybond C Nitrocellulose Membrane“, Amersham) erfolgte 
nach Herstellerangaben in einem „Wet Blotting“-Verfahren in einer Mini Protean II Transblot 
Zelle (BioRad) in Transferpuffer (25 mM Tris-HCl (pH 8.3), 192mM Glycin, 20% (v/v) 
Methanol) im elektrischen Feld (250 mM, 45 min.). Nach Absättigung freier Bindungsstellen 
mit 2,5% (w/v) Trockenmilchpulver (Marvel) (üN, 4°C) erfolgte die Anlagerung des 
antigenspezifischen Primärantikörpers (1:5000 in 1x PBS) und die des korrespondierenden 
alkalische Phosphatase-konjugierten Sekundärantikörpers (jeweils 1 h, RT). Nicht oder 
unspezifisch gebundene Antikörper wurden durch intensives Waschen der Membran mit PBS-
T zwischen den Inkubationsschritten entfernt. Nach Zugabe des Substrats NBT/BCIP 
(Nitroblauterauolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p-Phosphat-p-Toluidinsalz, Gibco BRL), 
1:100 verdünnt in AP-Substratpuffer (Tris-HCl (pH 9,6), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2), 
erfolgte die Visualisierung in einer enzymatischen Farbreaktion anhand des Substratumsatzes, 
der äquivalent zur Aktivität der Alkalischen Phosphatase ist [255]. Im Schnellverfahren (Dot 
Blot) wurden die Gesamt-Zellextrakte manuell unter Zuhilfenahme einer Wasserstrahlpumpe 
oder in einem automatisierten Verfahren (Beckman Biomek Robots) aus Mikrotiterplatten im 
96-Well-Format direkt auf eine angefeuchtete Nitrozellulosemembran („Hybond C 
Nitrocellulose Membrane“, Amersham) transferiert. Der immunologische Nachweis der 
Proteine erfolgte analog zum Immunoblot. 
10x PBS-Puffer:     PBS-T: 
NaCl   1,37 M    1 x PBS 
KCl   27 mM    Tween-20  0,05% (v/v) 
Na2HPO4  81 mM 
NaH2PO4  15 mM 
II.3.6 GM1-ELISA  
Der Nachweis der Funtionalität der CTB-Fusionsproteine und deren Quantifizierung erfolgte 
mit Hilfe eines modifizierten Sandwich-ELISA („Enzyme-linked-immunosorbent-assay“), 
dem GM1-ELISA [244] (Tab. II.7). Diese ELISA Variante beruht auf der Kopplung von 
GM1 an die Festphase durch Adsorption an eine Polystyrol-Mikrotiterplatte. Als Standard 
diente bakteriell exprimiertes CTB bekannter Konzentration (Prof. Dr. T. R. Hirst, The 
University of Sydney, Australia) [256]. 
Material und Methoden  36 
Beschichtungspuffer (CP) (pH 9.6): 
NaCO3   0,2 M 
NaHCO3  0,2 M 
Tabelle II.7: Durchführung des GM1-ELISA. 
Die Proteinextrakte und der Standard wurden in einer seriellen 1:2 Verdünnung in 1 x PBS auf eine GM1-
beschichtete Mikrotiterplatte im 96-Well-Format mit hoher Bindungsaffinität aufgetragen (Greiner). Zur 
Entfernung nicht gebundener Moleküle wurden die Platten nach jedem Inkubationsschritt jeweils 3x mit 
Leitungswasser und 6 x mit PBS-T gewaschen und nach dem letzten Waschschritt Pufferreste durch 
Ausschlagen der Platten entfernt. Nach Zugabe eines colorimetrisch detektierbaren Substrats erfolgte die 
spektralphotometrische Absorptionsmessung des Substratumschlags bei 405 nm im Multikanalphotometer. Die 
Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den analysierten Proben erfolgte nach Ermittlung der Steigungen der 
Proben und des mitgeführten Standards durch lineare Regression mit Hilfe der Tabellenkalkulationssoftware 
Origin (v 6.1 und v 7.5G, Microcal) anhand folgender Formel: CProbe= mProbe/mStandard ∗ CStandard ∗ V. C = 
Konzentration; m = Steigung; V = Probenverdünnung, * = 2,2´-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat. 
Schritt Komponente Konzentration/Verdünnung Volumen Inkubation 
Beschichten Gangliosid GM1 1 µg/ml in CP 100 µl 2 h, 37°C 
Blockieren RSA 1% (w/v) in 1 x PBS 150 µl 1 h, 37°C 
Probeninkubation 
Proteinextrakte 
CTB-Standard 
Blank 
1:25-1:50 in 1x PBS 
100 ng/ml in 1 x PBS 
1 x PBS 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
1. Hybridisierung 
Kα-CTB, Gα-
CTB, oder Mα-
CTB 
1:5000-1:10000 in PBS-T 100 µl 1 h, 37°C 
2. Hybridisierung 
ZαKHRPO, 
KαZHRPO, oder 
ZαMHRPO 
1:5000 in PBS-T 100 µl 1 h, 37°C 
Farbreaktion ABTSTM*(Roche) nach Herstellerangaben 100 µl 5-30 min., RT 
II.3.7 Kationenaustauschchromatographie 
Der hohe isolelektrische Punkt von CTB-HVR1-TCRCys (III.1.1.1) erlaubte eine Reinigung 
der Proteine über Kationenaustauschchromatographie. Im Vorfeld der chromatographischen 
Reinigung erfolgte die Extraktion von Gesamtprotein aus Blattmaterial des Kultivars N. 
tabacum cv. Petit Havana SR1 in zwei Volumen Standard-Extraktionspuffers (II.3.1) und 
anschließend die Äquilibrierung des pH-Werts auf pH 5,25. Nach drei Waschschritten in 5 
Matrixvolumen 1 x PBS (100 x g, 5 min., 4°C) und Äquilibrieren der Matrix mit 2 x 5 
Matrixvolumen Extraktionspuffer pH 5,25 (100 x g, 5 min., 4°C) wurde die Sepharose-Matrix 
(„SP Sepharose Big Beads“, Amersham Bioscience) mit dem 2,5-fachen Volumen 
Pflanzenextrakt versetzt. Die Adsorption von CTB-HVR1-TCRCys an den Ionentauscher 
erfolgte im Batch-Verfahren in 2 ml Eppendorfgefäßen im Überkopfschüttler (üN, 4°C). Nach 
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Zentrifugation (100 x g, 15 min., 4°C) wurde die Sepharosematrix 5 x mit 5 Matrixvolumen 
Extraktionspuffer pH 5,25 gewaschen (100 x g, 5 min., 4°C) und 2 x mit dem 0,5-fachen 
Matrixvolumen eluiert. Die erste Elution erfolgte durch 5-minütige Inkubation bei RT, die 
zweite durch 45-minütige Inkubation im Überkopfschüttler bei 4°C. Im Anschluss an die 
chromatographische Reinigung erfolgte ein zweiter Reinigungsschritt mit Hilfe von 
Ultrafiltration (Nanosep®-Säule, molecular weight cuttoff 10 kDa, Pall Life Sciences). Dazu 
wurden die Elutionsfraktion bis zum Ausgangsvolumen mit Elutionspuffer versetzt, auf die 
Säule aufgetragen und so lange zentrifugiert (14.000 x g, 4°C) bis das Ausgangsvolumen des 
Eluates erreicht wurde. CTB-HVR1-TCRCys verblieb dabei im Retentat während 
Pflanzenproteine <10 bis < 60 kDa (s. Herstellerangaben) durch Zentrifugation entfernt 
wurden. 
Elutionspuffer (pH 8,0): 
NaCl  1 M 
Tris  100 mM 
II.3.8 Oberflächen Plasmon Resonanz (SPR) Messungen 
Alternativ zum GM1-ELISA (II.3.6) erfolgte die funktionelle und quantitative Analyse der 
CTB-Fusionproteine mit SPR im BIAcore T100 Gerät (BIAcore GE Healthcare, Uppsala, 
Schweden). Dabei handelt es sich um ein spektroskopisches Messverfahren, das auf der 
Detektion von Massenänderungen in einem evaneszenten Feld beruht. Dazu werden 
Biomoleküle an der Oberfläche von Sensorchips immobilisiert und potentielle 
Interaktionspartner über die Oberfläche gespült. Durch eine zeitabhängige Änderung des 
Brechungsindexes auf der Chipoberfläche durch die Bindung des löslichen Reaktionspartners 
an einen immobilisierten Liganden, können kinetische Parameter der beobachteten Interaktion 
(Assoziation, Gleichgewicht, Dissoziation) ermittelt werden. Die Signalstärke ist dabei direkt 
proportional zur gebundenen Masse an der Sensoroberfläche und wird als Response Unit 
(RU) angegeben. Dabei entspricht 1 RU etwa der Masse von 1 pg/mm2. 
Der Sensor besteht aus einem Carboxymethyl-Dextran beschichteten Goldchip (CM5-rg 
Sensorchip, BIAcore GE Healthcare, Uppsala, Schweden). Zur Herstellung des GM1-
Rezeptorchips erfolgte zunächst die Aktivierung des Dextrans mit Hilfe eines „EDC/NHS 
Coupling Kit“ nach Herstellerangaben (BIAcore AB, Uppsala, Schweden). Die aktivierte 
Oberfläche wurde anschließend mit 25-50 µl/ml LysoGM1 beschichtet (15 min., Flussrate 
10 µl/min., 25°C). Die Deaktivierung der Oberfläche erfolgte mit Ethanolamin (10 min., 
Flussrate 10 µl/min, 25°C). Aufgrund des geringen Molekulargewichtes von lysoGM1 konnte 
die Kopplungsrate nicht bestimmt werden. Das Sättigungssignal der Chipoberfläche nach 
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Injektion von CTB und ETB im Überschuss lag jedoch bei 900-1000 RU und war damit 
ausreichend für kinetische Messungen der CTB-Interaktion. Zur Bestimmung der 
Bindungskinetiken wurde der Standard (bakterielles CTB, 500 ng/ml) bzw. 1:5 verdünnter 
Pflanzenextrakt mit einer Flussrate von 15 µl/min. in die Messzelle injiziert. Die Verdünnung 
des Standards und der Proben erfolgte in HBS-EP (10 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 
0,05 mM EDTA, 0,05 % (v/v) Tween). Die Bindungkinetiken wurden mit der BIAevaluation 
3.0 Software (BIAcore) dargestellt. Die Quantifizierung der Antigenkonzentration erfolgte 
durch Endpunktbestimmung anhand bekannter Standardkonzentrationen mit Hilfe der 
Tabellenkalkulationssoftware Origin (v 7.5, Microcal). Nach Abschluss der SPR-Messungen 
erfolgte die Regeneration der Sensoroberfläche mit 30mM HCl. 
Der GM1-Sensorchip wurde freundlicherweise von Markus Sack hergestellt, die 
Durchführung der SPR-Messungen erfolgte mit freundlicher Unterstützung von Holger 
Spiegel (beide Institut für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen). 
II.4 Mikrobiologische Methoden 
II.4.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli 
Die Anzucht von E. coli in Flüssigkultur erfolgte standardmäßig in LB-Medium bei 37°C in 
Schüttelkultur bei 225 UpM oder gegebenenfalls auf Festmedium (1,2% (w/v) Agar). 
Antibiotika-resistente Stämme wurden in Gegenwart von Ampicillin (100 µg/ml) kultiviert. 
Zur längerfristigen Aufbewahrung von E. coli wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden 
Flüssigkulturen 1:1 mit 50 % (v/v) sterilem Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert 
LB-Medium:      LB-Agarplatten: 
Trypton  1% (w/v)   LB-Medium   
Hefeextrakt  0,5% (w/v)   Agar   1,5% (w/v) 
NaCl   0,5% (w/v) 
Ampicillin wurde den Medien nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf 50°C in den angegebenen 
Endkonzentrationen zugesetzt. 
II.4.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen 
500 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer E. coli Vorkultur angeimpft und bei 37°C in 
einem Schüttelinkubator bei 225 UpM bis zu einer OD600 nm 0,8 kultiviert. Die Zellen wurden 
nach 10-minütiger Kühlung auf Eis durch Zentrifugation (4000 x g, 4°C, 15 min.) abgeerntet 
und das Zellpellet dreimal mit 10 ml sterilem, eiskaltem ddH20 gewaschen, vorsichtig mit 
10 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert, erneut zentrifugiert und schließlich in 
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500 µl bis 1 ml eiskalten 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Aliquots von 50 µl wurden in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
II.4.3 Elektrotransformation von E. coli Zellen 
Jeweils 50–100 ng salzfreie Plasmid-DNA bzw. 10 µl Ligationsansatz wurden zu 50 µl auf 
Eis aufgetauten elektrokompetenten E. coli Zellen gegeben, 3 min. auf Eis gekühlt und in eine 
vorgekühlte Elektroküvette überführt. Die Elektroporation erfolgte mit dem „Gene Pulser“ 
(BioRad) nach Herstellerangaben bei 2,5 kV, 200 Ω und 25 µF. Die transformierten Zellen 
wurden nach Zugabe von 1 ml LB-Medium 1 h bei 37°C ohne Schütteln regeneriert, zur 
Selektion positiver Klone auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und üN bei 37°C kultiviert. 
II.4.4 Kultivierung und Aufbewahrung von A. tumefaciens 
Die Anzucht von A. tumefaciens erfolgte standardmäßig in YEB-Medium mit Rifampicin 
(Rif, 100 µg/ml) und Kanamycin (Km, 25 µg/ml) für 48-72 h bei 28°C in Schüttelkultur bei 
225 UpM oder gegebenenfalls auf Agarplatten. Zur Selektion positiver Klone bzw. zur 
Kultivierung rekombinanter A. tumefaciens wurde zusätzlich Carbenicillin (Carb, 100 µg/ml) 
zugesetzt. Die langfristige Lagerung erfolgte in Form von Glycerinstammkulturen (50 % (v/v) 
Glycerin). 
YEB Medium (pH 7,4):    YEB Agarplatten 
Fleischextrakt  0,5 % (w/v)   YEB-Medium 
Hefeextrakt  0,1 % (w/v)   Agar  1,2% (w/v) 
Trypton  0,1 % (w/v) 
Sucrose  0,5 % (w/v) 
MgSO4   2 mM 
Die Antibiotika und MgSO4 wurden den Medien nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf 50°C in 
den angegebenen Endkonzentrationen zugesetzt. 
II.4.5 Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen 
100 ml YEB-Rif-Km-Carb-Medium wurden mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft und bei 28°C 
unter Schütteln (225 UpM) bis zu einer OD600 nm von 1 bis 1,5 kultiviert. Die Zellen wurden 
15 min. auf Eis gekühlt, durch Zentrifugation (4000 x g, 4°C, 15 min) abgeerntet, dreimal 
vorsichtig in 100 ml eiskaltem ddH20 gewaschen und einmal in 100 ml einer eiskalten 
10%igen (v/v) Glycerinlösung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen 
in 1 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und in Form von 100 µl Aliquots bei -80°C gelagert. 
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II.4.6 Elektrotransformation von A. tumefaciens Zellen 
Die auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Zellen wurden mit 1-3 µg salzfreier Plasmid-
DNA gemischt und ca. 10 min. auf Eis gekühlt. Die Elektroporation erfolgte mit Hilfe des 
„Gene Pulsers“ (BioRad) gemäß Herstellerangaben bei 2,5 kV, 200 Ω und 25 µF. Die 
transformierten Zellen wurden mit 1 ml YEB-Medium versetzt, 1 h bei 28°C ohne Schütteln 
regeneriert und zur Selektion positiver Klone auf YEB-Rif-Km-Carb-Agarplatten 
ausgestrichen und 48-72 h bei 28°C inkubiert. 
II.5 Pflanzenbiotechnologische Methoden 
II.5.1 Kultivierung von Pflanzen und Pflanzenzellen 
II.5.1.1 Kultivierung von Tabakpflanzen 
Die Kultivierung von Tabakpflanzen der Kultivare N. tabacum cv. Petite Havana SR1 und N. 
tabacum cv. Nft51 erfolgte im Gewächshaus in einem Gemisch aus Einheitserde (ED73, 
Patzer, Sinntal-Jossa) und 50% (w/w) Seesand unter folgenden Bedingungen: 16 h künstliche 
Belichtung (5000-10.000 Lux), 8 h Dunkel und in Abhängigkeit von der Jahreszeit und der 
Außentemperatur ≥25°C und 70-90% Luftfeuchtigkeit. 
Die Anzucht steriler Pflanzen erfolgte nach Sterilisation der Samen (70%iger (v/v) EtOH für 
5 min. und 3 x Waschen in sterilem ddH2O) auf MS-Agarplatten in der Phytokammer (22°C, 
16 h Licht (5000-10.000 Lux)). Die Samen wurden auf Agarplatten zu Keimlingen 
angezogen, in sterile Weckgläser überführt und für die stabile Transformation (II.5.2.3) bis zu 
einer Größe von ca. 15 cm kultiviert. Zur Selektion transgener Pflanzenlinien wurde dem MS-
Medium Kanamycin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugesetzt.  
MS-Medium (pH 5,8):     MS-Agarplatten: 
MS-Salze*  0,47 % (w/v)   MS-Medium 
Sucrose  2% (w/v)   Agar   0,8% (w/v) 
Vitamine** 
Die Vitamine wurden dem autoklavierten Medium nach Abkühlen auf 50°C als steril filtrierte (∅ 0,2 
µm) Lösungen in den angegebenen Endkonzentrationen zugefügt. 
*(Murashige und Skoog, 1962); **Thiamin 2 µg/ml, Glycin 2 µg/ml, Nikotinsäure 0,5 µg/ml, 
Pyridoxin 0,5 µg/ml. 
II.5.1.2 Kultivierung von Tabaksuspensionszellen 
Tabakzellen des Kultivars N. tabacum L. cv Bright Yellow 2 (BY-2) wurden im Dunkeln bei 
24°C auf BY-2-Agarplatten als Kalluskultur, oder als Suspensionskultur in BY-2 Medium 
unter Schütteln (130 UpM) propagiert. Suspensionskulturen wurden durch Transfer von 
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Kallusmaterial, oder 5% (v/v) einer Suspensionszellkultur angeimpft. Im 7-Tage-Rhymtus 
erfolgte die Subkultivierung durch eine 1:20 (v/v) Verdünnung der BY-2 Zellen mit frischem 
Medium. Eine Inkubation bei 16°C ermöglichte eine Kultivierung über 4 Wochen. Längere 
Aufbewahrung von rekombinanten BY-2 Zellen erfolgte in Form von Kalluskulturen, die 
monatlich auf frische BY-2 Platten umgesetzt wurden. Die Selektion transgener BY-2 Zellen 
erfolgte durch Zugabe von Kanamycin (Endkonzentration 100 mg/ml). 
BY-2-Medium (pH 5,8):    BY-2-Agarplatten (pH 5,8): 
MS-Salze  0,43 % (w/v)   BY-2-Medium 
Sucrose  3% (w/v)   Agar  0,8% (w/v) 
Inositol   100 µg/ml 
Thiamin  1 µg/ml 
KH2PO4  200 µg/ml 
Kanamycin wurde dem Medium nach Abkühlen auf 50°C in der angegebenen Endkonzentration 
zugesetzt. 
II.5.2 Transformation von Pflanzen und Pflanzenzellen 
II.5.2.1 Kultivierung von A. tumefaciens zur transienten und stabilen 
Pflanzentransformation 
Die Anzucht rekombinanter A. tumefaciens erfolgte nach Animpfen einer 50 ml YEB-Rif-
Km-Carb Vorkultur mit rekombinanten Agrobakterien einer Stammkultur bzw. mit 
rekombinantem Zellmaterial einer Selektionsplatte für 24-48 h bei 28°C in Schüttelkultur 
(225 UpM). Nach Zentrifugation (4000 x g, 15 min., 20°C) wurden die abgeernteten Zellen in 
250 ml einer YEB-Rif-Km-Carb Hauptkultur überführt und für 24-48 h bei 28°C unter 
Schütteln (225 UpM) inkubiert. Am Tag vor der Infiltration erfolgte nach Zentrifugation 
(4000 x g, 15 min., 20°C) die Induktion der vir-Gene durch Inkubation der Zellen üN bei 
26°C und 225 UpM in Induktionsmedium. Nach erneuter Zentrifugation (4000 x g, 15 min., 
20°C) wurde die vorinduzierte Agrobakterienkultur bis zu einer End-OD600nm von 0,5-1,5 in 
Infiltrationsmedium (MMA) verdünnt und 1 h bei Raumtemperatur ohne Schütteln inkubiert. 
Induktionsmedium (pH 5,6):    Infiltrationsmedium (MMA) (pH 5,6): 
YEB-Medium (II.4.4)     MS-Salze  0,43% (w/v) 
Acetoysringon  20 µM    MES   10 mM 
       10 mM Sucrose  20% (w/v) 
       Acetosyringon  200 µM 
Die Antibiotika und Acetosyringon wurden nach dem Autoklavieren und Abkühlen der Medien auf 
50°C als filtrierte Lösungen (∅ 0,22 µm) in den angegebenen Endkonzentrationen (II.4.4) zugefügt. 
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II.5.2.2 Transiente Transformation von Tabakblättern 
Die transiente Transformation von Tabakblättern erfolgte mittels Vakuuminfiltration. Dazu 
wurden 2-4 frisch geerntete Tabakblättern in 100-150 ml einer vorinduzierten 
Agrobakteriensuspension (II.5.2.1) in einem Vakuumexsikkator einem Unterdruck von 60-80 
mbar ausgesetzt. Nach vollständigem Entweichen der Luft aus dem Blattgewebe erfolgte 
durch Druckausgleich der Eintritt der Agrobakteriensuspension über die Stomata in die 
Interzellularräume der Blätter. Die transiente Expression der rekombinanten DNA erfolgte auf 
angefeuchtetem Whatmanpapier in mit Frischhaltefolie abgedeckten Inkubationsschalen 
während einer 3-4 tägigen Inkubation in der Phytokammer (II.5.1.1). 
II.5.2.3 Stabile Transformation von Tabakpflanzen 
Die stabile nukleäre Transformation der Tabakvarietäten N. tabacum cv. Petite Havana SR1 
und N. tabacum Nft51 erfolgte mit Hilfe der „leaf-disc“-Methode, die auf der Inkubation von 
Blattscheibchen in einer Agrobakteriensuspension beruht. 
Tabakblätter steril kultivierter Tabakpflanzen (II.5.1.1) wurden 4-6 Wochen nach ihrer 
Aussaat, nach Entfernen der Mittelrippe, unter sterilen Bedingungen in ca. 1 cm2 große 
Blattexplantate geschnitten und 30 min. bei RT in 50-100 ml einer vorinduzierten 
Agrobakteriensuspension (II.5.2.1) eingetaucht, nach Abschluss der Infektion auf sterilem, 
mit ddH2O angefeuchteten Whatman-Filterpapier ausgegelegt und 2 Tage im Dunkeln bei 26-
28°C in einer Petrischale inkubiert. Nach einem Waschschritt zur Entfernung von 
Agrobakterien in sterilem ddH2O das Claforan (Endkonzentration 200 µg/ml) und Kanamycin 
(Endkonzentration 100 µg/ml) enthielt, wurden die infizierten Blattstückchen auf Kallus-
induzierendem Selektionsmedium (MS-II-Medium) ausgelegt und in der Phytokammer 
kultiviert (II.5.1.1). Innerhalb von 3-4 Wochen erfolgte unter Selektionsdruck die 
Regeneration transgener Sprosse, die zur Wurzelbildung auf hormonfreies MS-III-Medium 
transferiert wurden. Die regenerierten Pflanzen wurden in Torfquelltöpfe (Jiffy-7, Meyer, 
Willich) umgesetzt und nach ca. 2-3 Wochen auf Erde ausgebracht und nach ca. 3-wöchiger 
Inkubation im Gewächshaus (II.5.1.1) mittels GM1-ELISA (II.3.6) auf Fremdgenexpression 
untersucht. Die geernteten Samen wurden zur Selektion der nächsten transgenen Generation 
auf Kanamycin-haltiges MS-Medium (II.5.1) ausgelegt.  
MS-II-Medium (pH 5,8):    MS-III-Medium (pH 5,8): 
MS-Medium (II.5.1)      MS-Medium (II.5.1) 
BAP*    1 µg/ml   Claforan  250 µg/ml 
NAA**  0,1 µg/ml   Kanamycin  100 µg/ml 
Claforan  250 µg/ml 
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Kanamycin  100 µg/ml 
Antibiotika wurden den Medien nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf 50°C als sterilfiltrierte 
Lösungen (∅ 0,22 µm) in den angegebenen Endkonzentrationen zugefügt. 
*6-Benzylaminopurin, **α-Naphtylessigsäure 
II.5.2.4 Stabile Transformation von BY-2 Tabaksuspensionszellen 
Die stabile Transformation von Tabaksuspensionszellen (II.1.5) erfolgte durch Koinkubation 
mit rekombinanten Agrobakterien (An, 1985). Dazu wurden 150 µl einer vorinduzierten 
Agrobakteriensuspension (OD600 nm ~1) (II.5.2.1) zu 3 ml einer 3-4 Tage alten exponentiell 
wachsenden BY-2 Suspensionskultur gegeben und Acetosyringon in einer Endkonzentration 
von 200 µM zugefügt. Die Infektion erfolgte während einer 3-tägigen Koinkubation bei 22-
23°C in. Die Zellen wurden dreimal mit 3 ml BY-2-Medium gewaschen (50 x g, 3 min., RT), 
und das Zellpellet in einem Volumen BY-2-Medium mit Claforan (Enkonzentration 
200 µg/ml) und Kanamycin (Endkonzentration 100 µg/ml) resuspendiert und 200 µl Aliquote 
auf festes BY-2-Medium ausplattiert. Unter Selektionsdruck entwickelten sich nach 4-6 
Wochen transgene Kalli, die nach dem Vereinzeln und Isolierung von Gesamtprotein (II.3.2) 
mittels Dot Blot (II.3.5) und ELISA (II.3.6) hinsichtlich Fremdgenexpression untersucht 
wurden. 
II.6 Zellbiologische Methoden 
II.6.1 Präparation von Protoplasten 
II.6.1.1 Isolierung von Protoplasten aus Tabaksuspensionskulturen 
40 ml einer 3-5 Tage alten BY-2 Suspensionszellkultur (II.1.5) wurden 5 min. bei 300 x g bei 
RT zentrifugiert und 5-10 ml der sedimentierten Zellen zur Protoplastierung in einer 
Petrischale mit dem 2-fachen Volumen einer sterilen frisch angesetzten Enzymlösung versetzt 
und 5-8 h im Dunkeln unter leichtem Schütteln (50-75 UpM) bei 26°C inkubiert. Die 
Protoplastierung wurde unter dem Mikroskop analysiert und erfolgreich protoplastierte BY-2 
Zellen abgeerntet (100 x g, 5 min., RT), zweimal mit 20 ml sterilem MMC gewaschen und in 
20 ml MMC resuspendiert. Die Protoplasten wurden vorsichtig auf eine sterile 25%ige (w/v) 
Sucroselösung gebettet und zentrifugiert (100 x g, 15 min., RT). Intakte Protoplasten, die sich 
in der Interphase ablagerten, wurden in 20 ml MMC aufgenommen, zentrifugiert (100 x g, 
5 min., RT), in 20 ml sterilem MMC resuspendiert, üN bei 26°C in einer sterilen, 
silikonisierten Petrischale unter leichtem Schütteln im Dunkeln regeneriert und anschließend 
mit Paraformaldehyd fixiert (II.6.2). Alle Arbeitsschritte fanden unter sterilen Bedingungen 
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statt. Nach der Protoplastierung wurde zum Pippetieren ausschließlich das Ende einer 25 ml 
Glaspipette verwendet. 
MMC (pH 5,6):    Enzymlösung (pH 5,6): 
Mannitol  0,5 M   MMC 
MES   10 mM   Cellulase Onozuka R-10 (Serva) 1,5% (w/v) 
CaCl2   10 mM   Macerozyme R-10 (Serva)  0,3% (w/v) 
      RSA     1% (w/v) 
Zunächst wurde die Zellulase in der angegebenen Endkonzentration unter Rühren in MMC gelöst. 
Nach 5 min. wurde Mazerozym zugefügt und 25 min. im Dunkeln gerührt. Nach vollständiger Lösung 
der Enzyme wurde RSA hinzugefügt und weitere 5 min. gerührt. Die Enzymlösung wurde sterilfiltriert 
(∅ 0,22 µm) und anschließend 10 min. bei 45°C inkubiert. 
II.6.1.2 Isolierung von Protoplasten aus Tabakblättern 
Die Protoplastenpräparation aus Blattgewebe erfolgte in Anlehnung an eine etablierte 
Methode, die auf dem enzymatischen Abbau der Zellwand mittels Cellulase und Mazerozym 
basiert [257]. Zunächst wurden frisch geerntete Blätter 4-6 Wochen alter Tabakpflanzen des 
Kultivars cv. Petit Havana SR1 sterilisiert (70%iger (v/v) EtOH für 1 min, 5%ige (w/v) 
Chlorlösung in ddH2O für 5 min., 4x Waschen in sterilem ddH2O). Die 
oberflächensterilisierten Blätter wurden von der Mittelrippe ausgehend mit dem Skalpell in 
ca. 1 mm breite Streifen geritzt. Die Protoplastierung erfolgte üN in Enzymlösung bei 26°C. 
Protoplasten, die sich aus dem Zellverband lösten und an der Oberfläche schwammen wurden 
mit dem Ende einer 25 ml Pipette vorsichtig isoliert und nach Zentrifugation (100 x g, 8 min., 
RT) das Pellet sowie die unteren zwei Drittel der Lösung abgesaugt und intakte Protoplasten, 
die sich an der Oberfläche befanden in 5 ml F-PCN aufgenommen. Nach erneuter 
Zentrifugation (100 x g, 8 min., RT) und Isolierung intakter Protoplasten wurden diese im 2-
fachen Volumen W5 gewaschen (100 x g, 2 min., RT) und in 1 ml F-PCN aufgenommen und 
mit Paraformaldehyd fixiert (II.6.2). 
F-PCN („Fast Protoplast Culture Nicotiana“)   W5-Medium (pH 5,6-6,0): 
[257]        NaCl  154 mM 
        CaCl2  125 mM 
        KCl  5 mM 
        Glucose 5 mM 
Enzymlösung 
F-PIN (“Fast Protoplast Incubation Nicotiana”) [257] 
Cellulase Onozuka R-10 (Serva)  0,25% (w/v) 
Macerozyme R-10 (Serva)  0,25% (w/v) 
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II.6.2 Fixierung von Protoplasten  
Die Fixierung der Protoplasten (II.6.1.1., II.6.1.2) erfolgte durch Paraformaldehyd. Zunächst 
wurden die üN regenerierten Protoplasten zentrifugiert (100 x g, 5 min., RT) und 
anschließend in einer 4 %igen Fixierungslösung, die unmittelbar vor dem Gebrauch durch 
Zugabe von 2 x MTSB aus einer 8%igen (w/v) bei -20°C gelagerten Paraformaldehyd-
Stammlösung hergestellt wurde, für 1 h bei RT unter leichtem Schütteln (50-75 UpM) fixiert. 
Die Protoplasten wurden nach der Fixierung dreimal mit MMC (II.6.1.1) gewaschen (100 x g, 
5 min., 4°C) und standen für die nachfolgende Immunfluoreszenzfärbung (II.6.3) zur 
Verfügung. 
MTSB* (pH 6,9):    8%ige Fixierungslösung: 
Pipes   50 mM   Paraformaldehyd 8% (w/v) 
EGTA   5 mM Mg2SO4  ddH2O 
Mg2SO4  5 mM    
Mannitol  0,3 M    
*„Microtubule Stabilizing Buffer“ 
II.6.3 Immunfluoreszenzfärbung von Protoplasten 
Multitest-Objektträgern („8-well multitest slides“, ICN Biomedicals GmbH) wurden gemäß 
Herstellerangaben mit absolutem Ethanol gewaschen, getrocknet und mit Poly-L-Lysin 
(1 mg/ml, Sigma) beschichtet. Jeweils 10 µl der fixierten Protoplasten (II.6.2) wurden in die 
Vertiefungen pipettiert und nach Sedimentation der Protoplasten (II.6.1.1., II.6.1.2) die 
überschüssige Flüssigkeit mit Hilfe einer Pipette abgesaugt, die Objektträger dreimal für 
mindestens 5 min. mit MTSB (II.6.2) gewaschen und anschließend für 20 min. bei RT mit 
jeweils 20 µl 0,1% (v/v) TritonX-100 in MTSB permeabilisiert. Die 
Immunfluoreszenzmarkierung erfolgte nach Inkubation mit spezifischen Primärantikörpern 
(Zα-CTB, 1:250-1:500 in MTSB mit 3% (w/v) RSA, II.1.2) mit Hilfe des entsprechenden 
Fluorochrom-konjugierten Sekundärantikörper (HαZAlexa488, 1:500 in MTSB mit 3% (w/v) 
RSA, II.1.2). Die Inkubation mit jeweils 20 µl Antikörperlösung erfolgte für 1 h bei RT auf 
angefeuchtetem Whatman-Filterpapier in verschlossenen bzw. in mit Alufolie abgedeckten 
Petrischalen, um ein Ausbleichen der Fluorophore zu verhindern. Nicht konjugierte 
Fluorochrommoleküle wurden unmittelbar vor dem Gebrauch durch Zentrifugation der 
Antikörperlösungen (13.000 x g, 5 min., 4°C) entfernt. Nach jedem Inkubationsschritt wurde 
die überschüssige Flüssigkeit abgesaugt und die Objektträger dreimal für 15 min. mit MTSB 
gewaschen. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte nach Zugabe von 50% (v/v) 
Glycerol in MTSB, Verschließen der Objektträger mit Deckgläschen und Versiegeln mit 
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Nagellack, das die Präparate bei Lagerung im Dunkeln bei 4°C für mindestens 4 Wochen 
konservierte. 
II.6.4 Fluoreszenz- und konfokale Laser Scanning-Mikroskopie 
Die Fluoreszenzanalyse Fluorochrom-markierter Protoplasten (II.6.1.1., II.6.1.2) sowie GFP-
exprimierender BY-2 Zellen bzw. Tabakblätter erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser 
Scanning-Mikroskops (Leica TCS SP Upright, Leica) Die Emission (grünes Fluoreszenzlicht) 
von GFP und Alexa FluorTM 488 wurde nach Anregung mit einem Argon-Laser (λ= 488 nm) 
in einer Bandbreite von 500-530 nm detektiert. Die subzellulare Lokalisation der GFP-
Fusionsproteine bzw. der Fluorophor-markierten CTB-Fusionsproteine wurde in konfokalen 
Z-Sektionen von ~1 µm Schichdicke mit Hilfe eines HCX PL APO 40x/1,25-0,75 NA bzw. 
HCX PL APO 63x/1,32-0,6 NA Ölimmersion-Objektivs analysiert. 
Die Aufnahmen wurden als TIF Dateien gespeichert und in Adobe Photoshop (Microsoft) 
exportiert; gegebenenfalls erfolgte die Überlagerung und Verrechnung der generierten Daten 
mit Hilfe der Anwendersoftware Metamorph 4.5 (Universal Imaging, West Chester, USA). 
II.6.5 Isolierung von Membranen aus BY-2 Zellen 
Die Anreicherung von Membranen aus BY-2 Zellen (II. 1.5) erfolgte in Anlehnung an eine 
von Goubet und Mohnen (1999) beschriebene Methode. Zunächst wurden 5 g Zellmaterial 
einer 3 Tage alten Tabaksuspensionskultur auf Filterpapier durch einen Saugtrichter mit 
angeschlossener Wasserstrahlpumpe gesammelt und mit dem 1,3-fachen Volumen eiskalten 
Homogenisationspuffer versetzt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines vorgekühlten Mixers 
(Warring Blender) 1 min. bei höchster Stufe homogenisiert und das Homogenat durch eine 
Lage Miraclothgaze (Porengröße 100 µm) filtriert. Nicht aufgeschlossene Zellen, Zellkerne 
und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation des Filtrats (3500 x g, 15 min., 4°C) 
sedimentiert und 4 ml des Überstandes in Zentrifugationsröhrchen (50.2 Ti, Beckman 
Coulter) überführt und 1 h bei 100.000 x g und 4°C einer Ultrazentrifugation unterzogen, um 
die Gesamtmembranfraktion zu sedimentieren. Die löslichen Proteine verblieben dabei im 
Überstand und wurden durch zwei Waschschritte mit Homogenisierungspuffer (100.000 x g, 
60 min., 4°C) vollständig entfernt bevor das Membranpellet in 200 µl Aufbewahrungspuffer 
resuspendiert wurde. Zur Solubilisierung von Membranproteinen wurde die Hälfte der 
erhaltenen Membranfraktion 1:1 mit detergenzhaltigem Extraktionspuffer (II.3.1) versetzt und 
gevortext. Die Membranfraktion, Membranextraktion sowie die Überstände nach 
Zentrifugation und Ultrazentrifugation wurden anschließend mittels Western Blot (II.3.5) 
analysiert. 
Material und Methoden  47 
Homogenisierungspuffer (pH 7,3):   Aufbewahrungspuffer (pH 6,8): 
Tris   50 mM    Tris  50 mM 
Sucrose  0,4 M    Sucrose 0,4 M 
EDTA   1 mM 
RSA   1% (w/v) 
II.7 Immunologische Methoden 
II.7.1 Herstellung der Futterpellets 
Transgenes sowie Pflanzenmaterial von Wildtyp-Pflanzen (II.1.5) wurde im Vorfeld der 
oralen Immunisierung von Mäusen (II.7.2) zu Tabakfutterpellets verarbeitet. Im Vorfeld der 
Prozessierung wurde das gesamte geerntete Blattmaterial nach Entfernen der Mittelrippe mit 
dem Skalpell in Blattstückchen zerschnitten und homogenisiert. Die Prozessierung erfolgte in 
zwei Variationen. Der überwiegende Teil des Homogenats wurde in flüssigem Stickstoff zu 
Blattpulver gemörsert (Präparationsvariante 1), der Rest wurde mit Hilfe eines Skalpells zu 
kleineren Blattstückchen verarbeitet (Präparationsvariante 2). Anschließend wurde das 
aufbereitete Pflanzenmaterial jeweils 1:1 mit zu Mehl verarbeitetem Standard-Nagetierfutter 
im Mörser homogenisiert und anschließend zu Futterpellets von ca. 1,5 cm Länge verarbeitet, 
die je 0,5g Tabak (Frischgewicht) und Futtermaterial enthielten. Die Trocknung der 
Futterpellets erfolgte für ca. 1 h bei einem Unterdruck von 60-80 mbar im Vakuumexsikkator 
nach Zugabe von Trocknungsperlen. Die getrockneten Pellets wurden bis zur Verfütterung 
separat in Eppendorfgefäßen bei -20°C gelagert und die jeweils benötigte Menge an 
Futterpellets ca. 30 min. vor Immunisierungsbeginn aufgetaut. Die Quantifizierung der 
Antigenkonzentration erfolgte nach der Extraktion von Gesamtprotein (II.3.1) mit dem 5-
fachen Volumen Extraktionspuffer aus jeweils einem Futterpellet im GM1-ELISA (II.3.6). 
II.7.2 Orale Applikation des Pflanzen-basierten Impfstoffes  
Die Immunisierung von Balb/c Mäusen erfolgte durch die orale Verabreichung des Antigens 
in Form von jeweils zwei Tabakfutterpellets (1 g Pflanzenmaterial (Frischgewicht)) pro Maus 
und Immunisierungsschritt (II.7.1) nach einer Hungerperiode von ca. 14 h. Um eine konstante 
Dosierung zu garantieren, wurden die Mäuse über die Immunisierungszeitdauer in separaten 
Käfigen ohne Einstreu gehalten. Während der oralen Immunisierungen erfolgte keine weitere 
Nahrungszufuhr, die Versuchstiere wurden jedoch über den gesamten Fütterungszeitraum mit 
ausreichend Wasser versorgt. Die Fütterungsversuche wurden erst nach vollständigem 
Verzehr der Futterpellets bzw. nach max. acht Stunden beendet und gegebenenfalls 
Pelletrückstände dokumentiert. 
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II.7.3 Intranasale Applikation der mukosalen Adjuvanzien 
Die Verabreichung von BPPCysPEG (modifiziertes MALP-2) (II.1.7) und PQS-PEG (II.1.7) 
erfolgte nach dem Konsum von etwa der Hälfte der Futterpellets, d.h. ca. 4 Stunden nach 
Immunisierungsbeginn. Zur Fixierung wurden die Versuchstiere mit Daumen und Zeigefinger 
am Nackenfell gefasst und der Schwanz zusätzlich mit dem kleinen Finger am Handballen 
fixiert. Pro Maus und Immunisierungsschritt wurden 0,5 µg MALP-2 (BPPCysPEG) bzw. 
10 µg PQS (PQS-PEG) in einem Endvolumen von 5 µl durch vorsichtiges Pipetieren 
vollständig in das rechte oder das linke Nasenloch verabreicht. 
II.7.4 Probenentnahme und -aufbereitung 
Die Entnahme von Blut- und Stuhlproben erfolgte vor der ersten Immunisierung, sowie 
jeweils 6 Tage nach der 2. und 4. bzw. 13 Tage nach der 5. und 14 Tage nach der 6. 
Immunisierung (Abb. III.19). Aus der Schwanzvene entnommene Blutproben wurden 1:100 
in sterilem 1x PBS verdünnt, zur Gewinnung von Serum zentrifugiert (15.000 x g, 5min., 
RT), der Überstand aliquotiert und bis zur Austestung bei -20°C gelagert. Die Stuhlproben der 
individuellen Versuchstiere wurden über einen Zeitraum von ca. 5 h in Käfigen ohne Streu 
gesammelt und bis zum Ende des Immunisierungsexperiments bei -20°C gelagert. Im Vorfeld 
der Analyse von Gesamt-IgA bzw. spezifischer mukosaler Immunantworten wurden die 
Stuhlproben in Eppendorfgefäßen nach Zugabe von 20-fach Extraktionspuffer (PBS-T) unter 
zu Hilfenahme eines elektrischen Pistills homogenisiert und feste Bestandteile durch 
Zentrifugation (15.000 x g, 5 min., 4 °C) entfernt. Die Überstände mit löslichem IgA wurden 
aliquotiert und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 
II.7.5 Analyse der mukosalen und humoralen Antikörperantworten 
Die Verfolgung der mukosalen und systemischen humoralen Immunantworten sowie die 
Quantifizierung des Gesamt-IgA erfolgten mit Hilfe des ELISA. Die Beschickung der 
Mikrotiterplatten sowie die sukzessiven Probenverdünnungen erfolgten in einem 
automatisierten Verfahren (Beckman Biomek Robots). 
II.7.5.1 Sandwich-ELISA zur Bestimmung des Gesamt IgA 
Die Quantifizierung des Gesamtgehaltes an lokalem IgA in Stuhlextrakten (II.7.4) erfolgte im 
Sandwich-ELISA in Anlehnung an das unter II.3.6 aufgeführte Protokoll des GM1-ELISA. 
Die Durchführung des ELISA sowie die Konzentrationen und Verdünnungen der 
verwendeten Antigene, Kontrollseren und Detektionsantikörper können Tabelle II.8 
entnommen werden. 
Material und Methoden  49 
Tabelle II.8: Durchführung des ELISA zur Bestimmung des Gesamt-IgA. 
Die Waschschritte, die Probenverdünnungen und die Absorptionsmessungen erfolgten analog zum GM1-ELISA 
(II.3.6). Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Ermittlung der Steigungen der Proben und 
des mitgeführten IgA-Standards durch lineare Regression mit Hilfe der Tabellenkalkulationssoftware Origin 
(v 6.1und v 7.5G, Microcal) anhand folgender Formel: CProbe= mProbe / mStandard ∗ CStandard ∗ V. C= Konzentration; 
m= Steigung; V= Probenverdünnung. 
Schritt Komponente Konzentration/Verdünnung Volumen Inkubation 
Beschichten ZAM (Fab) 1:5000 in CP 100 µl 2 h, 37°C 
Blockieren 
Milchpulver 
(Marvel) 
2,5% in PBS-T 200 µl 1 h, 37°C 
Probeninkubation 
Stuhlextakte 
IgAκ Standard 
(Sigma) 
Blank 
1:50 in 1 x PBS 
10 µg/ml in 1x PBS 
 
1 x PBS 
100 µl 
100 µl 
 
100 µl 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
 
üN, 4°C 
1. Hybridisierung Kα-IgA 1:5000 in PBS-T 100 µl 1 h, 37°C 
2. Hybridisierung ZαKHRPO 1:5000 in PBS-T 100 µl 1 h, 37°C 
Farbreaktion ABTSTM (Roche) nach Herstellerangaben 100 µl 
1 h, RT bis 
üN, 4°C 
II.7.5.2 ELISA zum Nachweis antigenspezifischer Antikörper gegen CTB und HVR1  
Der Nachweis von antigenspezifischen lokalen Schleimhaut-IgA in Stuhlextrakten (II.7.4) 
sowie Serum-IgG erfolgte mit Hilfe eines indirekten ELISA (Tab. II.9). Dazu wurden 
Mikrotiterplatten im 96-Well-Format direkt mit den bakteriell exprimierten Antigenen CTB 
(II.3.6) bzw. GST-R9R9 (GST-R9-Tandemkonstrukt aus E. coli, Dr. K. Uhde-Holzem, 
Institut für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen) in einem 
Konzentrationsüberschuss beschichtet. 
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Tabelle II.9: Durchführung des ELISA zur Bestimmung mukosaler und humoraler Immunantworten 
gegen CTB bzw. HVR1 in Stuhlextrakten und im Serum. 
Die Waschschritte, die Probenverdünnungen und die Absorptionsmessungen erfolgten analog zum GM1-ELISA 
(II.3.6). Die Kontrollseren, Kα-CT im Fall der Analyse CTB-spezifischer sowie Kα-R9 und Kα-GST im Fall 
HVR1-spezifischer Antikörperantworten, wurden als Positivkontrolle bzw. zur Standardisierung der 
antigenspezifischen Aktivitäten mitgeführt (III.3.3). Die Bindungsaktivität der Antikörper wurde als relative 
Reaktivität (mProbe / mStandard) dargestellt und im Fall der lokalen IgA-Aktivitäten mit dem Gesamtgehalt an 
sekretorischem IgA korreliert (mProbe / mStandard / CGesamt IgA). 
Schritt Komponente Konzentration/Verdünnung Volumen Inkubation 
Beschichten 
CTB 
 
GST-R9R9 
1:5000 in 1 x PBS (220 
ng/ml) 
1:1000 in 1 x PBS 
100 µl 
 
100 µl 
2 h, 37°C 
Blockieren Milchpulver (Marvel) 2,5% in 1x PBS-T 200 µl 1 h, 37°C 
Proben- 
inkubation 
I. Stuhlproben 
II. Serumproben 
III. Kα-CT 
IV. Kα-R9 
V. Kα-GST 
VI. Blank 
1:100 in 1x PBS 
1:200 in 1x PBS 
1:3200 in 1 x PBS 
1: 1000 in 1 x PBS 
1:3200 in 1 x PBS 
1 x PBS 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
üN, 4°C 
1. 
Hybridisierung 
I., VI. Kα-IgA 
II., VI. ZαMHRPO 
III., IV, V. ZαKHRPO 
1:5000 in 1x PBS 
1:5000 in 1x PBS 
1:5000 in 1x PBS 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
1 h, 37°C 
1 h, 37°C 
1 h, 37°C 
2. 
Hybridisierung 
I., VI. KαZHRPO 1:5000 in 1x PBS 100 µl 1 h, 37°C 
Farbreaktion ABTSTM (Roche) nach Herstellerangaben 100 µl 
1 h, RT bis 
üN, 4°C 
II.7.5.3 GM1-ELISA zum Nachweis antigenspezifischer Antikörper gegen 
pflanzenexprimiertes CTB-HVR1-TCRCys 
Die Bindungsaktivität der Stuhl- und Serumproben gegen das pflanzenexprimierte CTB-
Fusionsprotein wurde mit Hilfe eines modifizierten GM1-ELISA analysiert (Tab. II.10) Dabei 
wurde in Pflanzenextrakt enthaltenes CTB-HVR1-TCRCys indirekt über GM1 an die ELISA-
Platten gebunden. 
Material und Methoden  51 
 
Tabelle II.10: Durchführung des ELISA zur Bestimmung mukosaler und humoraler Immunantworten 
gegen pflanzenexprimiertes CTB-HVR1-TCRCys in Stuhlextrakten und im Serum. 
Die Waschschritte, die Probenverdünnungen und die Absorptionsmessungen erfolgten analog zum GM1-ELISA 
(II.3.6). Zur Immobilisierung von CTB-HVR1-TCRCys wurde transgener Pflanzenextrakt (II.3.1) auf der Hälfte 
einer GM1-beschichteten Mikrotiterplatte inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Extrakt von Wildtyp-Pflanzen 
in einer identischen Gesamtproteinkonzentration auf die zweite Hälfte der Platte aufgetragen. Die Kontrollseren 
Rα-CT und Mα-CTB dienten als Positivkontrolle bzw. zur Standardisierung der antigenspezifischen Aktivitäten 
in den analysierten Stuhl- bzw. Serumproben (III.3.3). Die Bindungsaktivität der Antikörper wurde als relative 
Reaktivität (mProbe / mStandard) dargestellt und im Fall der lokalen IgA-Antikörperantworten mit dem Gesamtgehalt 
an lokalem IgA korreliert (mProbe / mStandard / CGesamt IgA). 
Schritt Komponente Konzentration/Verdünnung Volumen Inkubation 
Beschichten 
Gangliosid 
GM1 
1 µg/ml in CP 100 µl 2 h, 37°C 
Blockieren 
Milchpulver 
(Marvel) 
2,5% in 1x PBS-T 200 µl 1 h, 37°C 
Antigeninkubation 
transgener 
Pflanzenextrakt 
WT-
Pflanzenextrakt 
1:5-1:10 in 1x PBS 
 
1:5-1:10 in 1x PBS 
100 µl 
 
100 µl 
üN, 4°C 
 
üN, 4°C 
Probeninkubation 
I. Stuhlproben 
II. Serumproben 
III. Rα-CT 
IV. Mα-CTB 
1:100 in 1x PBS 
 
1:200 in 1x PBS 
1:3200 in 1 x PBS 
1:3200 in 1 x PBS 
100 µl 
 
100 µl 
100 µl 
100 µl 
2 h, 37°C 
 
2 h, 37°C 
2 h, 37°C 
2 h, 37°C 
1. Hybridisierung 
I. Kα-IgA 
II., IV ZαMHRPO 
III. ZαKHRPO 
1:5000 in 1 x PBS 
1:5000 in 1 x PBS 
 
1:5000 in 1 x PBS 
100 µl 
100 µl 
 
100 µl 
1 h, 37°C 
1 h, 37°C 
 
1 h, 37°C 
2. Hybridisierung I. ZαKHRPO 1:5000 in 1 x PBS 100 µl 1 h, 37°C 
Farbreaktion 
ABTSTM 
(Roche) 
nach Herstellerangaben 100 µl 
1 h, RT bis 
üN, 4°C 
II.8 Bestimmung des Nikotingehaltes in Tabakblättern 
II.8.1 Nikotinextraktion 
Zur Bestimmung des Nikotingehalts in Tabakblättern wurden jeweils die 8ten Blätter von drei 
ca. 30 cm hohen Pflanzen der Tabakkultivare Petit Havana SR1, Nft51 und Maryland 
Mamouth sowie N. benthamiana verwendet. Die Blätter wurden längs der Mittelrippe in zwei 
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identische Hälften geteilt, von denen eine frisch extrahiert und die andere vor der Extraktion 
gefriergetrocknet wurde. Im Fall von N. tabacum cv. Petit Havana SR1 wurden zusätzlich 
entsaftete Blätter analysiert. Die Isolierung der Alkaloide des frischen Materials erfolgte nach 
Mörsern der Blatthälften in flüssigem Stickstoff für 120 min. unter Schütteln (VortexGenie 2, 
Schüttelstufe 3) bei RT in dem 10-fachen Volumen wässriger Extraktionslösung (40% (v/v) 
Methanol, 0,5% (v/v) Essigsäure in ddH2O). Der Extrakt wurde zur Abtrennung aller 
Festbestandteile dreimal zentrifugiert (15.000 x g, 15 min., 4°C) und die Überstände in 
Reaktionsampullen für HPLC-Analysen überführt [258] Die zweiten Blatthälften wurden 
nach dem Mörsern in flüssigen Stickstoff lyophilisiert, anschließend erneut mit flüssigen 
Stickstoff gemörsert, der Trocknungsverlust (ca. 90% des Frischgewichtes) durch Zugabe von 
Extraktionslösung ausgeglichen und nach der weiteren Zugabe von 10-fachen 
Extraktionslösung analog zum Frischmaterial extrahiert. 
Zur Analyse der Nikotinreduktion durch Entsaftung wurden zusätzlich zwei Blätter des 
Kultivars Petit Havana SR1 herangezogen. Jeweils eine Blatthälfte wurde normal prozessiert, 
während die korrespondierende zweite Blatthälfte vor der Extraktion durch Ausquetschen 
entsaftet wurde. 
Die Nikotinextraktion aus Zellpellets von zwei Proben einer BY-2 Zellsuspension erfolgte 
analog zum Pflanzenmaterial nach Zellaufschluss durch Mörsern in flüssigen Stickstoff und 
Inkubation im 10-fachen Volumen Extraktionslösung. 
Vor der quantitativen Bestimmung des Nikotingehaltes der verschiedenen Tabakkultivare 
erfolgte in einem Vorversuch die Analyse der Extraktionseffizienz. Dazu wurde jeweils ein 
frisches sowie ein bei 60°C ü.N. getrocknetes Blatt des Tabakkultivars Petit Havana SR1 30, 
60, 120, 180 bzw. 210 min. in 10-fach Extraktionspuffer inkubiert, nach Zentrifugation der 
alkaloidhaltige Überstand in Reaktionsampullen überführt und das Zellpellet erneut für 120 
min. reextrahiert und anschließend die Nikotinkonzentrationen der Extraktionen und 
Reextraktionen quantitativ in einem HPLC-MS-MS System ermittelt (II.8.2). 
II.8.2 HPLC-MS-MS-Analyse 
Die quantitative Bestimmung des Nikotingehaltes wurde freundlicherweise von Heinrich 
Jürling (Fraunhofer IME, Schmallenberg) in einem HPLC-MS-MS Verfahren durchgeführt. 
In Vorversuchen wurden mit Hilfe eines kommerziellen Nikotinstandards sowohl die 
Elutionszeiten des Analyten auf der HPLC (High Performance Liquid Chromatography-) 
Säule als auch der lineare Bereich bekannter Standardkonzentrationen (1 ng/ml bis 10000 
ng/ml) in der anschließenden MS (Massenspektrometrie-) basierten quantitativen 
Bestimmung ermittelt. Nach Auftrennung der Extrakte über die HPLC Säule wurden die 
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HPLC-Eluate positiv ionisiert (Elektrospray-Ionisierung, ESI) und zweimal 
massenspektrometrisch aufgetrennt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch 
Korrelierung der Signale (Kurvenflächen) der im MS gemessenen positiv-ionisierten Tochter-
Ionen mit den bei der Kalibrierung ermittelten Standardsignalen.  
HPLC-MS Bedingungen: 
HPLC  2795 Alliance (Waters) 
MS  Quattro Ultima PT (Waters) 
Säule  125 x 2,0 mm Hypersil MOS 5 µm (VDS Optilab) 
Fliessmittel A 10 mM NH4Ac (pH 9,5) 
Fliessmittel B Methanol (Baker) 
Fluss  0,25 ml/min 
Injektion 5 µl 
Gradient 0 min. 100% A 
  5 min. 100% B (linearer Anstieg) 
  10 min. 100% B 
  15 min. 100% A 
 
 
MS-Einstellungen: 
Ionisierung  Elektrospray positiv (ES+) 
Cone-Spannung 40 V 
Collisionsenergie 10 eV 
MRM   163>106 
   163>132 
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III. ERGEBNISSE 
Die Entwicklung effektiver, oral applizierbarer Vakzine setzt eine adäquate Akkumulation der 
Zielantigene im Pflanzensystem voraus. Eine erfolgsversprechende Strategie zur Steigerung 
der Produktivität ist die Verankerung rekombinanter Proteine in der Pflanzenzellmembran 
durch die Fusion an geeignete Transmembrananker (I.2.2). Obwohl ihre Aktivität auf 
zellbiologischer Ebene intensiv erforscht wurde, wurden bislang nur wenige pflanzliche 
Transmembranproteine auf molekularer und struktureller Ebene charakterisiert. Darunter 
befinden sich vorwiegend Carrier- und Kanalproteine, die in den Transport von Ionen, Wasser 
und Nährstoffen involviert sind und die Lipid-Doppelschicht mehrfach durchdringen 
(„Multipass-Transmembranproteine“) und Rezeptorproteine, die in Signaltransduktions-
prozesse involviert sind [259, 260]. Bislang liegen jedoch nur wenige Daten der 
membranständigen Expression rekombinanter Proteine im Pflanzensystem unter der 
Verwendung homologer Transmembrananker vor [261]. Die funktionale in planta Produktion 
von Transmembranimmunglobulinen humaner und tierischer Herkunft und ihre korrekte 
Lokalisation bestätigen die generelle Eignung heterologer Transmembrananker zur 
Verankerung rekombinanter Zielproteine in der Pflanzenzellmembran [122-124]. Studien zur 
membranständigen Expression rekombinanter Proteine in Tabak am Institut für Molekulare 
Biotechnologie der RWTH Aachen haben gezeigt, dass die Fusion an die konstante Region 
der β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors (TCRβ) (I.2.2.1) sowohl zu einer funktionalen 
Expression des chimären T-Zell-Rezeptorfragments, als auch zu einer signifikanten 
Produktsteigerung führte [123, 262]. Die TCRβ-Transmembranankervarianten der 
vorliegenden Arbeit basieren auf verkürzten Versionen des von Schillberg et al. (2000) 
verwendeten Transmembranankers, bestehend aus der vollständigen konstanten Region der 
extrazellulären Domäne, der Transmembrandomäne sowie der cytoplasmatischen Domäne der 
TCR β-Kette. Der konstante Teil der extrazellulären Domäne wurde entweder vollständig 
entfernt (TCR), bzw. bis auf die hinge-Region (I.2.2.1) verkürzt (TCRhinge, TCRCys). 
Letztere sollte als Linkerregion zwischen den N-terminal fusionierten Antigenen und der 
Transmembrandomäne der TCR β-Kette fungieren, um die unabhängige Faltung der Antigene 
zu garantieren. Die hinge-Region wurde mit (TCRCys) und ohne (TCRhinge) dem an 
Position 264 lokalisierten Cystein (NCBI-Datenbanksequenz: AF043185) exprimiert, das eine 
intermolekulare Disulfidbrücke zwischen der α- und β-Kette des humanen TCR ausbildet, um 
den Einfluss einer potentiellen Dimerisierung zweier chimärer β-Ketten auf die 
Proteinstabilität im Pflanzensystem zu analysieren. 
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Am Beispiel der Modellantigene HVR1 und MPT64 (I.4), sollte im Rahmen dieser Arbeit die 
Eignung der drei genannten Membranankerversionen auf der Basis einer verkürzten TCRβ-
Kette zur Stabilisierung und Anreicherung von Antigenen in der pflanzlichen Zellmembran 
im Vergleich zu apoplasmatisch exprimierten Antigenversionen bewertet werden. Aufgrund 
der hohen genetischen Variabilität des HCV-Antigens HVR1 wurde in dieser Arbeit das 
Konsensus-Epitop R9 eingesetzt, das das Potential besitzt protektive Immunantworten gegen 
ein großes Repertoire an HCV-Varianten zu induzieren (I.4.1). Die HVR1 Konsensus-
Sequenz kodiert für ein 27 Aminosäure großes Peptid, das bereits erfolgreich in Nicotiana 
Spezies exprimiert wurde [239, 244, 263, 264] und nach intranasaler Verabreichung im 
Tiermodell sowohl mukosale als auch systemische Immunantworten induzierte [244]. Der 
reife Proteinanteil des ~22 kDa sekretorischen Proteins MPT64 aus Mycobacterium 
tuberculosis ist ein vielversprechender Kandidat für die Entwicklung einer effektiven 
Tuberkulose-Vakzine, da er das Potential besitzt cytotoxische CD8+ T-Zellen zu aktivieren, 
die neben CD4+ T-Zellen essentiell für eine protektive Immunantwort gegen M. tuberculosis 
sind [265]. Während HVR1 nach oraler Verabreichung an Mäuse ebenfalls auf 
immunologischer Ebene charakterisiert werden sollte, diente MPT64 in der vorliegenden 
Arbeit ausschließlich als Modellprotein für Akkumulations- und Lokalisationsanalysen 
(III.1.2 und III.1.3). 
Die Modellantigene wurden sowohl in Tabakpflanzen als auch in Tabaksuspensionszellen der 
Varietät Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (BY-2) exprimiert. Letztere wurden 
ausschließlich in den nachfolgenden Lokalisierungsstudien eingesetzt (III.1.3). Als 
Modellexpressionssystem für die oralen Immunisierungen wurde neben dem Tabakkultivar N. 
tabacum cv. Petit Havana SR1 aufgrund einer angenommenen besseren Verträglichkeit im 
Rahmen einer oralen Applikation die Varietät N. tabacum cv. Nft51 eingesetzt, die in 
getrocknetem Zustand signifikant geringere Nikotinkonzentrationen aufweisen sollte (II.1.5). 
Nach oraler Vakzinierung mit Tabakblattmaterial der höchstexprimierensten 
membranverankerten Antigenvariante sollte die Immunogenität des membranständigen 
Modellantigens auf mukosaler und humoraler Ebene analysiert werden (III.3.3).  
III.1 Produktion der pflanzenbasierten, oral applizierbaren Impfstoffe 
III.1.1 Herstellung der Planzenexpressionsvektoren 
Als Template für die CTB, HVR1 und MPT64 kodierende DNA dienten die rekombinanten 
TMV-basierten Vektoren 30B [266], die bereits die Genkonstrukte für CTB-HVR1, unter der 
Verwendung der pflanzenkodonoptimierten Genvariante des HVR1 (II.1.4) bzw. CTB-
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MPT64 (II.1.4) [243] enthielten. Sie kodieren für ein 130 bzw. 308 Aminosäuren großes 
Fusionsprotein bestehend aus der N-terminalen reifen Proteinsequenz der B-Untereinheit des 
Cholera Toxins (CTB) und des entsprechenden C-terminalen Antigens. 
Als Basis für die Generierung der membranverankerten Antigene diente das bereits 
erfolgreich in Pflanzen exprimierte Konstrukt pC-H-CEANA3-TCR-PW* (Vaquero, Institut 
für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen). Es kodiert für ein Fusionsprotein aus der 
N-terminalen N- und A3-Domäne des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) [267] fusioniert 
an die konstante Region der extrazellulären Domäne der β-Kette des humanen TCR und 
wurde auch schon zur Konstruktion der membranständigen anti-TMV-spezifischen scFv24 
sowie scFv29 verwendet [123, 129]. 
III.1.1.1 Klonierung der membranständigen Antigenkonstrukte 
Um eine Integration der Antigene in der Pflanzenzellmembran zu erreichen, wurde das 
murine Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24 (LPH), das 
ein Targeting in den sekretorischen Weg bewirkt, den Fusionsproteinen vorgeschaltet. Um die 
Einführung zusätzlicher Aminosäuren zu verhindern und nach der proteolytischen Spaltung 
des Vorläuferproteins durch die Signalpeptidase einen authentischen N-Terminus der reifen 
Fusionsproteine zu gewährleisten, wurde die Signalsequenz LPH durch direkte Fusion mittels 
SOE-PCR (II.2.2.2) eingefügt (Abb. III.1 und III.2). 
In einem ersten Schritt wurden mittels PCR (II.2.2.1) unter der Verwendung der „inneren“ 
SOE-Primerpaare (LPH-CTBback und CTBforw, II.1.3) und der spezifischen äußeren Primer 
pSS-LPHforw. und HVR1back bzw. MPT64back (II.1.3) aus den Vektoren pTRAKc-
dhfrAHnew bzw. CTB-HVR1 in 30B und CTB-MPT64 in 30B (II.1.4) DNA-Fragmente mit 
überlappenden, komplementären Enden erzeugt. Diese kodieren aufgrund einer 
Hybridisierung des Primers pSS-LPHforw in der duplizierten Enhancerregion für zwei 
Genkonstrukte bestehend aus Sequenzbereichen des Promotors, der 5’UTR (untranslatierte 
Region) der Chalkon-Synthase (CHS) und LPH (35SS-CHS-LPH) (567 bzw. 240 Bp) mit der 
vorhandenen EcoRI-Schnittstelle am 5’-Ende der 5’UTR sowie für CTB-HVR1 (501 Bp) 
bzw. CTB-MPT64 (1035 Bp). In einem zweiten Schritt erfolgten unter der Verwendung des 
35SS-CHS-LPH-Fragmentes in zwei unabhängigen SOE-PCR-Reaktionen einerseits durch 
Hybridisierung der überlappenden Enden die Fusion der Signalsequenz mit den 
Genkonstrukten für CTB-HVR1 bzw. CTB-MPT64 und andererseits durch die Verwendung 
der äußeren Primerpaare pSS-LPHforw und HVR1back bzw. MPT64back die Amplifikation 
des SOE-PCR-Produktes und die Integration einer SalI-Restriktionsschnittstelle am 3’-Ende.  
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Die Genkonstrukte, die für die drei in dieser Arbeit generierten TCRβ-
Membranankervarianten kodieren wurden mit Hilfe der spezifischen Primer TCRCysforw 
(Abb. III.1, Primer 1), TCRhingeforw (Abb. III.1, Primer 2), TCRforw (Abb. III.1, Primer 3) 
mit den eingefügten Restriktionsschnittstellen für SalI am 5’-Ende und dem 3`-Primer 
TCRback mit intergrierter XbaI-Schnittstelle aus dem Vektor pC-H-CEANA-TCR-TM* 
amplifiziert. Nach dem präparativen Verdau mit den entsprechenden 
Restriktionsendonukleasen, wurden die DNA-Fragmente mittles präparativer 
Agarosegelelektrophorese mit anschließender Affinitätschromatographie gereinigt (II.2.5). 
Anschliessend erfolgte die gerichtete in frame-Klonierung der isolierten Genkonstrukte 
bestehend aus den kodierenden Sequenzen für CHS-LPH und CTB-HVR1 bzw. CTB-MPT64 
sowie TCRCys (153 Bp), TCRhinge (138 Bp) bzw. TCR (81 Bp) in die kompatible EcoRI-
XbaI-Schnittstelle des verdauten Pflanzenexpressionsvektor pTRAKc-dhfr-AHnew (II.1.4). 
Nach Transformation der individuellen Ligationsansätze in E. coli DH5α (II.4.2) wurden auf 
Ampicillin-haltigem Medium rekombinante Klone selektioniert und das Vorhandensein der 
Inserts durch Kontrollrestriktionen (II.2.3) und Kolonie-PCR (II.2.2.3) bestätigt. In 
Korrelation zum Antigen und der TCRβ-Membranankervariante wurden die resultierenden 
Konstrukte pCTB-HVR1-TCR, pCTB-HVR1-TCRhinge, und pCTB-HVR1-TCRCys bzw. 
pCTB-MPT64-TCRCys genannt (Abb. III.1). Sequenzverifizierungen der Expressionskassette 
ergaben im Bereich der kodierenden Sequenz für TCRβ im Vergleich zur Datenbanksequenz 
(NCBI: AF043185) und publizierten Daten [268] an Position 8 der Transmembrandomäne 
aller Konstrukte einen Aminosäureaustausch von Methionin nach Leucin (M8L) durch eine 
Punktmutation an Position 24 (ATG→CTG) der kodierenden cDNA, die sich bereits im 
Ausgangsplasmid pC-H-CEANA3-TCR-PW* befand. Da es sich jedoch in beiden Fällen um 
hydrophobe Aminosäure handelt, waren keine Auswirkungen auf die Funktionalität des 
Transmembranankers zu erwarten. Dies wurde ebenfalls durch die Analyse der 
entsprechenden Aminosäuresequenzen mit Hilfe des TMHMM („Transmembrane Hidden 
Markov Model“) Server`s v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) [269] im Vorfeld 
der Expression in Tabak bestätigt. Eine weitere Sequenzabweichung der Template DNA im 
Vergleich zur Originalsequenz (TTT→TTA) führte zu einem Aminosäureaustausch von 
Phenylalanin nach Leucin an Position 7 der extrazellulären Domäne von TCRCys (F7L) bzw. 
Position 2 im Fall von TCRhinge (F2L). Da dieser Bereich ausschließlich als Linker 
fungieren sollte, war jedoch keine Einschränkung der Funktionalität der Membrananker zu 
erwarten. 
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Die Konstrukte wurden in A. tumefaciens transformiert. Nach der Identifizierung positiver 
Klone mittels Kolonie-PCR (II.2.2.3) erfolgte die transiente bzw. stabile Transformation von 
Tabakpflanzen der Kultivare Petit Havana SR1 bzw. Nft51 und BY-2 Suspensionszellen 
(II.5.2). 
 
Abbildung III.1: Schematische Darstellung der Klonierung von pCTB-HVR1-TCR, pCTB-HVR1-
TCRhinge, pCTB-HVR1-TCRCys, und pCTB-MPT64-TCRCys. 
PSS35: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region, CHS: 5’-UTR der Chalcon-Synthase; LPH: 
Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24; CTB: Cholera Toxin B-Untereinheit; 
TCRβ: β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors; konst: konstante, extrazelluläre Domäne der TCR β-Kette; Cys: 
Gelenkregion der TCR β-Kette inklusive Cystein; hinge: verkürzte Gelenkregion der TCR β-Kette; TM: 
Transmembrandomäne der TCR β-Kette; C: cytoplasmatische Domäne der TCR β-Kette; pA35S: CaMV 3’-
UTR; 1: TCRCysforw; 2: TCRhingeforw; 3: TCRforw. 
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III.1.1.2 Klonierung der sekretierten Antigenkonstrukte 
Analog zur Generierung der membranständigen Antigenkonstrukte wurde an das 5’-Ende der 
Genkonstrukte, die für die löslichen Antigene kodieren, mittels SOE-PCR die Signalsequenz 
der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24 (LPH) ohne die im 
Ausgangsvektor pTRAKc-dhfr-AHnew vorhandene 3’-terminale NcoI Restriktions-
schnittstelle fusioniert, um ein Targeting der Antigene in den sekretorischen Weg zu erreichen 
(III.1.1.1). Mit Hilfe der äußeren Primer pSSLPHforw und MPT64apoback bzw. 
HVR1apoback wurden Genkonstrukte erzeugt, die für 35SS-CHS-LPH und CTB-HVR1 bzw. 
CTB-MPT64 kodieren und am 3`-Ende eine XbaI-Schnittstelle integriert. Nach enzymatischer 
Restriktion der SOE-PCR-Produkte mit EcoRI und SalI erfolgte die gerichtete in-frame-
Klonierung in den über EcoRI-XbaI-Restriktion gewonnenen Pflanzenexpressionsvektor 
pTRAKc (Abb. III.2). 
 
Abbildung III.2: Schematische Darstellung der Klonierung von pCTB-HVR1 und pCTB-MPT64. 
PSS35: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region, CHS: 5’-UTR der Chalcon-Synthase; LPH: 
Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24; CTB: Cholera Toxin B-Untereinheit; 
pA35S: 3’ UTR des CaMV. 
Nach Transformation des Ligationsansatzes in E. coli (II.4.2), Kolonie-PCR der erhaltenen 
Transformanten (II.2.2.3) sowie Kontrollrestriktionen (II.2.3) und anschließender 
Sequenzanalyse (II.2.7) der Expressionskassetten der resultierenden Plasmide pCTB-HVR1 
und pCTB-MPT64, erfolgte die Transformation in A. tumefaciens (II.4.6). Mit Hilfe von 
Ergebnisse  60 
Kolonie-PCR identifizierte positive Klone wurden zur Transformation von N. tabacum cv. 
Petit Havana SR1 bzw. Nft51 und BY-2 Suspensionszellen eingesetzt (III.1.2). 
Tabelle III.1: Übersicht über die Größen und Molekularmassen der reifen CTB-Fusionsproteine und der 
individuellen Fusionspartner. 
Die Angabe der Größen erfolgte in Aminosäuren [aa], die der Molekulargewichte in Kilodalton [kDa]. Die 
Molekulargewichte wurden mit Hilfe des ExPasy ProtParam Servers (http://www.expasy.ch/tools/protparam) 
ermittelt und beziehen sich jeweils auf die monomere Form. 
Konstrukt Größe [aa] Molekulargewicht [kDa] 
Molekulargewicht 
Fusionspartner [kDa] 
CTB-HVR1-TCRCys 183 20,0 
 
CTB-HVR1-TCRhinge 178 19,5 
 
CTB-HVR1-TCR 159 17,5 
 
CTB-HVR1 130 14,3 
 
CTB-MPT64-TCRCys 361 39,7 
 
CTB-MPT64 308 34,0 
 
 
III.1.2 Qualitativer und quantitativer Nachweis der löslichen und 
membranständigen Modellantigene 
Die Fusion des scFv24 an die konstante Domäne von TCRβ führte zu einer signifikanten 
Steigerung der Akkumulation in Tabakpflanzen [123, 262]. Nachfolgend sollte analysiert 
werden, ob die Fusion der Modellantigene CTB-HVR1 und CTB-MPT64 an die verkürzten 
TCRβ-Membranankerversionen (TCRCys, TCRhinge und TCR) im Vergleich zu den 
apoplasmatisch exprimierten Antigenversionen ebenfalls zu einer Steigerung der 
Akkumulation der Antigene in Blättern der Tabakkultivare N. tabacum cv. Petit Havana SR1 
bzw. Nft51 führen. Des Weiteren sollte durch den Vergleich der Varianten TCRCys und 
TCRhinge der Einfluss einer potentiellen Homodimerisierung durch Ausbildung einer 
intermolekularen Disulfidbrücke zwischen den Sulfhydrylgruppen der Cysteine zweier 
rekombinanter TCRβ-Ketten auf die Antigenakkumulation evaluiert werden.  
hinge-Region incl. Cys 
CTB MPT64 
22,4 
CTB MPT64 TCRCys
CTB HVR1 
TCR CTB HVR1 
TCRhinge CTB HVR1 
11,6 2,7 5,2 
CTB TCRCys HVR1 
hinge-Region excl. Cys TMD
2,7 11,6
5,7 2,7 11,6
5,7 22,4 11,6
2,7 11,6 3,2  
11,6
cytoplasmatische Domäne
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III.1.2.1 Akkumulation der Antigene in transient transformierten Tabakblättern und 
Analyse der Funktionalität des CTB-Fusionspartners 
Um den Einfluss der Membranverankerung sowie der verschiedenen Membranankervarianten 
auf die Stabilität der Modellantigene im Pflanzensystem zu untersuchen, wurde im Vorfeld 
der stabilen nukleären Transformation zunächst die Expression der löslichen und 
membranständigen Antigenkonstrukte in transient transformierten Tabakblättern untersucht 
(II.5.2.2). Die Quantifizierung der Antigenakkumulation erfolgte nach Extraktion des 
löslichen und membranverankerten Gesamtproteins mit einem detergenshaltigen Puffer 
(II.3.1) mittels GM1-ELISA (II.3.6). Diese spezielle ELISA-Variante basiert auf der 
Immobilisierung ausschließlich pentamerer, biologisch aktiver CTB-Fusionsproteine durch 
Bindung von CTB an seinen nativen Rezeptor Gangliosid GM1 und erlaubte so neben der 
Analyse der Antigenakkumulation zusätzlich eine Aussage über die Funktionalität des N-
terminalen CTB-Fusionspartners im Pflanzenrohextrakt. Die Mengen an mono-, di- tri- sowie 
tetrameren CTB-Fusionsproteinen konnten mit diesem Assay nicht erfasst werden. Die 
optimale Zusammensetzung des in dieser Arbeit standardmäßig verwendeten Puffers zur 
Extraktion und Solubilisierung TCRβ-basierender membranständiger Proteine (200 mM Tris 
(pH 7.5), 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, 10 mM DTT) (II.3.1) wurde im 
Vorfeld der Akkumulationsanalysen identifiziert (Ergebnisse nicht gezeigt). Ein potentieller 
negativer Einfluß des im Extraktionspuffer enthaltenen Reduktionsmittels DTT auf die 
Stabilität der Pentamere wurde durch die starke Probenverdünnung im ELISA 
ausgeschlossen. 
Die signifikant unterschiedliche Akkumulation der löslichen und membranverankerten 
Versionen nach vier individuellen transienten Transformationen zeigte eine deutliche 
Abhängigkeit der Antigenakkumulation von der potentiellen Lokalisation (Apoplast oder 
Zellmembran) und der gewählten TCRβ-Membranankervariante (Abb. III.3). Die 
Fehlerbalken der individuellen Proben verdeutlichen die mehr oder weniger starken 
Variationen der Konzentration innerhalb eines Konstruktes, die aus der Abhängigkeit der 
Produktivität transient transformierter Blätter von der Qualität der infiltrierten Blätter 
resultierten. Für beide Modellantigene konnte nach C-terminaler Fusion an den TCRCys-
Membrananker im Vergleich zum entsprechenden sekretierten Antigen eine signifikante 
Steigerung der Akkumulation beobachtet werden. Das potentiell membranständige 
rekombinante Protein CTB-HVR1-TCRCys akkumulierte mit durchschittlich 27,8 µg/g 
(SEM ± 8,6) und maximal 50,5 µg/g Pflanzenmaterial des Kultivars Petit Havana SR1 im 
Durchschnitt 185,6-fach höher als lösliches CTB-HVR1, das sich in drei von vier transienten 
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Transformationen unterhalb des Detektionslimits des GM1-ELISA`s befand. Der Vergleich 
mit der Membranankervariante TCRhinge, die zu einer durchschnittlich 3,6-fach geringeren 
Akkumulation von fusioniertem CTB-HVR1 führte, ergab, dass die beobachtete signifikante 
Akkumulationssteigerung von CTB-HVR1-TCRCys offensichtlich nicht ausschließlich auf 
einer Stabilisierung der Antigene in der Pflanzenzellmembran beruhte, sondern die 
Dimerisierung von zwei chimären TCRCys-Membranankerfragmenten über 
Disulfidbrückenbildung zu einer weiteren Stabilisierung der Antigene in der Membran führte. 
Die Fusion von CTB-HVR1 an die Membranankervariante TCR ergab mit einer 
durchschnittlich 18,4–fachen Steigerung der Antigenakkumulation den geringsten 
beobachteten stabilisierenden Effekt. Da die Transmembrandomäne flankierende 
Aminosäuren einen nicht ganz unwesentlichen Einfluss auf die Topologie [270] und 
Funktionalität [271] von Membranproteinen ausüben können, könnten aus der vollständigen 
Entfernung der konstanten extrazellulären Domäne resultierende Einbußen der Funktionalität 
der TCR-Membranankerversion und damit eine partielle Sekretion der Antigene in den 
Apoplasten eine Erklärung für die deutlich geringeren Antigenakkumulationen liefern. 
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Abbildung III.3: Quantitativer und funktioneller Nachweis transient exprimierter CTB-Fusionsproteine 
im GM1-ELISA. 
Die Akkumulation von funktionellem CTB-HVR1, CTB-HVR1-TCR, CTB-HVR1-TCRhinge, CTB-HVR1-
TCRCys, CTB-MPT64 und CTB-MPT64-TCRCys in µg/g Blattmaterial (Frischgewicht) wurde nach Isolierung 
von Gesamtprotein (II.3.1) aus infiltrierten Blättern des Kultivars N. tabacum cv. Petit Havana SR1 mittels 
GM1-ELISA (II.3.6) bestimmt. Die immobilisierten pentameren Fusionsproteine wurden mittels Zα-CTB und 
KαZHRPO (Fc) (II.1.2) und anschließender Substratreaktion detektiert, als Negativkontrolle diente 
Pflanzenextrakt des nicht transformierten Wildtyps. Die Quantifizierung erfolgte nach photometrischer 
Absorptionsmessung des Farbumschlags anhand bekannter Standardkonzentrationen (bakteriell exprimiertes 
CTB, 100 ng/ml). Die individuellen Säulen repräsentieren den Mittelwert der Akkumulation ± SEM in jeweils 
zwei Tabakblättern nach vier individuellen transienten Transformationen. 
Im Vergleich zum Modellantigen CTB-HVR1 war die beobachtete Akkumulationssteigerung 
von CTB-MPT64 durch Fusion an TCRCys mit einer durchschnittlich 1,6-fachen 
Akkumulationssteigerung deutlich geringer. Mit durchschnittlich 12,7 µg/g Blattmaterial 
(SEM ± 2,96) wurde im Vergleich zu CTB-HVR1 eine 84,7–fach höhere Konzentration an 
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löslichem Antigen, mit einer mittleren Akkumulation von 19,8 µg/g (SEM ± 3,9) jedoch eine 
1,4–fach geringere Akkumulation des TCRCys-verankerten Antigens ermittelt. 
Der Nachweis der CTB-Fusionsproteine im GM1-ELISA bestätigte, dass 
pflanzenexprimiertes CTB in Analogie zu publizierten Daten (IV.2), zumindest nach 
Gesamtproteinextraktion im Pflanzenrohextrakt, an seinen nativen Rezeptor bindet, d.h. durch 
korrekte Faltung und Ausbildung von Disulfidbrücken seine native dreidimensionale Struktur 
einnimmt.  
III.1.2.2 Akkumulation der Antigene in transgenen Tabakpflanzen und Analyse der 
Funktionalität des CTB-Fusionspartners 
Analog zu den Analysen der Funktionalität und Quantität im transienten Ansatz (III.1.2.1) 
wurde die Akkumulation pentamerer CTB-Fusionsproteine nach stabiler nukleärer 
Transformation (II.5.2.3) in transgenen Pflanzen der Linien CTB-HVR1, CTB-HVR1-TCR, 
CTB-HVR1-TCRhinge und CTB-HVR1-TCRCys sowie CTB-MPT64 und CTB-MPT64-
TCRCys der Tabakkultivare N. tabacum cv. Petit Havana SR1 und N. tabacum cv. Nft51 
mittels GM1-ELISA (II.3.6) analysiert. Mit Ausnahme der transgenen Linien CTB-HVR1 
und CTB-MPT64, deren Regeneration sich als problematisch herausstellte, wurden für jedes 
Konstrukt 30-50 Antibiotika-resistente T0-Tabakpflanzen regeneriert. Jeweils 3-5 der 
bestexprimierensten Pflanzen pro Pflanzenlinie wurden geselbstet und die 
Antigenakkumulation über mindestens zwei Generationen beobachtet. Für die nachfolgenden 
Immunisierungen (III.3) wurde die vielversprechenste Antigenvariante CTB-HVR1-TCRCys 
und das produktivste Kultivar Petit Havana SR1 ausgewählt und homozygote Pflanzenlinien 
erzeugt. Aufgrund der zu dem Zeitpunkt der Pflanzentransformationen angenommenen 
besseren Verträglichkeit des Kultivars Nft51 im Rahmen einer oralen Vakzinierung, wurde 
die Akkumulation der Membranankerversionen TCR und TCRhinge des Modellantigens 
CTB-HVR1 ausschließlich im Kultivar Nft51 analysiert. 
Tabelle III.2 verleiht einen Überblick über die nachgewiesenen Akkumulationsmengen in den 
entsprechenden analysierten Pflanzenlinien und Generationen. Mit Ausnahme der stabilen 
Expression von CTB-MPT64 in Pflanzen der T0-Generation, die sich in nur einem Fall als 
erfolgreich erwiesen hatte (s.u.), ist jeweils der Mittelwert der Akkumulation der drei 
bestexprimierensten Pflanzen angegeben. Die Ergebnisse bestätigten die Tendenz der im 
transienten Ansatz beobachteten Akkumulation der Modellantigene (Abb. III.3). Die Fusion 
von CTB-HVR1 an die TCRCys-Membranankervariante führte in den Generationen T0 bis T2 
zu einer durchschnittlich 25-fachen Steigerung der Akkumulation. Lösliches CTB-MPT64 
akkumulierte im Vergleich zum transienten Ansatz mit durchschnittlich 4 µg/g deutlich 
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geringer. Die Fusion an TCRCys führte zu einer durchschnittlich 22-fachen Steigerung der 
Akkumulation. Generell konnten im Fall der membranständigen Antigene durch die stabile 
Integration der Transgene in das Tabakgenom höhere Proteinausbeuten erzielt werden, 
besonders signifikant im Fall der TCRCys-Antigenversionen. Im Vergleich zum transienten 
Ansatz konnten für CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys in den Generationen T0 
bis T2 durchschnittlich 8,8- bzw. 5,4–fache Steigerungen der Akkumulation verzeichnet 
werden. In beiden Fällen waren die nachgewiesenen rekombinanten Proteinmengen in den 
analysierten Generationen T0 und T1 im Kultivar Nft51 im Vergleich zum Kultivar Petit 
Havana SR1 durchschnittlich 1,5–fach geringer. Die Regeneration von Pflanzen der Linien 
CTB-HVR1 und CTB-MPT64 erwies sich im Unterschied zu denen, die die 
membranständigen Antigene exprimierten, als problematisch. Aufgrund der geringen 
Regenerationseffizienz konnten nur jeweils 3-8 Antibiotika-resistente Pflanzen der T0-
Generation selektioniert werden, die, mit Ausnahme der getesteten Pflanzen der Linie CTB-
MPT64 des Kultivars Petit Havana SR1, geringe bzw. keine im GM1-ELISA detektierbaren 
Antigenakkumulationen aufwiesen. Dieser negative Einfluss der apoplasmatischen Antigene 
auf die Regeneration konnte bei der Anzucht der Tochtergenerationen nicht beobachtet 
werden. 
Mitunter konnten signifikante Schwankungen der rekombinanten Proteinmenge in den 
analysierten Parenterallinien beobachtet werden. Diese Schwankungen kamen vermutlich 
einerseits durch eine jahreszeitlich bedingte Schwankung der Produktivität bedingt durch 
Unterschiede in der Aktivität des verwendeten 35S Promotors [272], und andererseits 
möglicherweise durch die Integration mehrerer Kopien der T-DNA in verschiedene Genloci 
des Pflanzengenoms zustande. Im Rahmen dieser Arbeit wurde überwiegend auf eine 
Bestimmung des Segregationsverhältnisses sowie auf eine genotypische Charakterisierung zur 
Bestimmung der Genkopienzahl verzichtet.
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Tabelle III.2: Akkumulation der löslichen und membranständigen Antigene in transgenen Tabakpflanzen. 
Die Akkumulation in µg/g (Frischgewicht) transgenem Blattmaterial CTB-HVR1-TCRCys-, CTB-HVR1-
TCRhinge-, CTB-HVR1-TCR-, CTB-HVR1-, CTB-MPT64-TCRCys- und CTB-MPT64-produzierender Linien 
der Kultivare Petit Havana SR1 und Nft51 wurde nach Isolierung von Gesamtprotein (II.3.1) mittels GM1-
ELISA (II.3.6) bestimmt. Die immobilisierten pentameren Fusionsproteine wurden mittels Zα-CTB bzw. Mα-
CTB und KαZHRPO bzw. ZαMHRPO und anschließender Substratreaktion detektiert, als Negativkontrolle diente 
Pflanzenextrakt des nicht transformierten Wildtyps. Die Quantifizierung erfolgte nach photometrischer 
Absorptionsmessung des Farbumschlags anhand bekannter Standardkonzentrationen (bakteriell exprimiertes 
CTB, 100 ng/ml). Die dargestellten Werte errechneten sich aus dem Mittelwert (± SEM) von jeweils drei der 
bestexprimierensten Pflanzen pro Pflanzenlinie und Generation. 
Akkumulation in N. tabacum cv. Petit 
Havana SR1 [µg/g] 
Akkumulation in N. 
tabacum cv. Nft51 [µg/g] Antigen 
T0 T1 T2 T3 T0 T1 
CTB-HVR1-TCRCys 
132,1 
 
245,0 
(± 37,9) 
77,9 
(± 1,6) 
192,4 
(± 9,2) 
116,5 
(±11,8) 
141,1 
(± 28,1) 
CTB-HVR1-TCRhinge - - - - 
15,8 
(± 4,5) 
9,5 
(± 2,0) 
CTB-HVR1-TCR - - - - 
0,8 
(± 0,23) 
29,5 
(± 3,9) 
CTB-HVR1 
0 
(-) 
16 
(± 1,94) 
2,2 
(± 0,38) - 
0 
(-) 
- 
CTB-MPT64-TCRCys 
51,9 
(± 3,7) 
106,6 
(± 3,9) 
105,5 
(± 40,0) - 
35,0 
(± 7,0) 
69,2 
(± 12,7) 
CTB-MPT64 
2,6 
(-) 
5,4 
(± 1,5) - - 0 - 
III.1.2.3 Analyse der Integrität 
Aussagen zur Integrität der Fusionsproteine waren zu Beginn der Expressionsanalysen nicht 
möglich, da sich der zweifelsfreie Nachweis der CTB-Fusionsproteine im Western Blot 
zunächst als problematisch darstellte (Ergebnisse nicht gezeigt). Das Aufkochen der Proben in 
denaturierendem Probenpuffer sollte zu einer Dissoziation der pentameren CTB-
Fusionsproteine im Rohextrakt führten. Unter den gewählten Bedingungen der Denaturierung 
und Auftrennung der CTB-Fusionsproteine im SDS-PAA-Gel (II.3.4) kam es jedoch 
vermutlich durch eine Abnahme der reduzierenden Bedingungen zu einer Reassemblierung 
der monomeren CTB-Untereinheiten, die eine präzise Größenbestimmung im Western Blot 
verhinderten. Der Einsatz eines kommerziellen linearen Gradientengels, die Verwendung 
eines Reduktionsmittels, das im SDS-Gel mitläuft, die Erhöhung der Denaturierungsdauer 
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sowie der Zusatz eines Antioxidans in den Laufpuffer (II.3.4) ermöglichten letztendlich nach 
dem Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran den Nachweis der 
monomeren membranständigen CTB-Fusionsproteine im Western Blot (Abb. III.4.A). Der 
eindeutige Nachweis der Integrität der monomeren sekretierten Antigenversionen nach 
Auftrennung im linearen Gradientengel zu einem späteren Zeitpunkt erwies sich als nicht 
erfolgreich, da ausschließlich potentiell oligomere Formen des abgespalteten CTB-
Fusionspartners nachgewiesen werden konnten (s.u.; Ergebnisse nicht gezeigt). 
Abbildung III.4 zeigt den qualitativen Nachweis von CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-
TCRCys mit Hilfe eines Cholera Toxin-spezifischen Antiserums im Western Blot unter 
denaturierenden Bedingungen im Pflanzenrohextrakt (Abb. III.4.A) und den von CTB-HVR1-
TCRCys nach Kationenaustauschchromatographie und anschliessender Ultrafiltration (II.3.7) 
(Abb. III.4.C). Bakteriell exprimiertes CTB, das als Positivkontrolle verwendet wurde, lag 
nach elektrophoretischer Auftrennung in zwei detektierbaren Formen vor. Während unter 
denaturierenden Bedingungen vorwiegend die monomere Form mit einem kalkulierten 
Molekulargewicht von 11,6 kDa und der weitaus geringere Teil in der dimeren Form mit 
einem kalkulierten Molekulargewicht von 23,2 kDa vorlag (Abb. III.4.A, III.10 und III.12), 
konnte unter nicht-reduzierenden Bedingungen überwiegend das Pentamer nachgewiesen 
werden (Abb. III.4.B). Im Vergleich zu den pflanzenproduzierten CTB-Fusionsproteinen wies 
das bakteriell exprimierte Referenzprotein im SDS-PAA-Gel offensichtlich eine geringfügig 
reduzierte Laufgeschwindigkeit auf, die in ein größeres apparentes Molekulargewicht 
resultierte. 
Im Pflanzenextrakt der Linie CTB-HVR1-TCRCys konnte eine prominente Proteinbande 
unterhalb der 25 kDa Markierung des Größenmarkers nachgewiesen werden (Abb. III.4.A, 2) 
die der monomeren Form des reifen CTB-HVR1-TCRCys mit einem kalkulierten 
Molekulargewicht von 20 kDa entspricht (Tab. III.1). Diese trat in den unterschiedlichen 
Analysen im Western Blot stets als Doppelbande mit einer schwächeren, geringfügig 
höhermolekularen Proteinbande auf (Abb. III.4.A und III.4.C), vermutlich aufgrund einer 
partiellen Glykosylierung des Fusionsproteins. Die Proteinsequenz von CTB-HVR1-TCRCys 
beeinhaltet eine potentielle N-Glycosylierungsstelle an aa-Position 4 des reifen CTB 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc), die in eine Erhöhung des Molekulargewichts um 
3 kDa resultierte [273]. Unterhalb des kalkulierten Molekulargewichts der dimeren 
Konfiguration von 40 kDa konnte eine Proteinbande schwächerer Signalintensität detektiert 
werden. Vermutlich lag pflanzenproduziertes CTB-HVR1-TCRCys in Analogie zum 
bakteriellen CTB nach der Denaturierung ebenfalls in der dimeren Konformation vor 
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(Abb.III.4.A und III.4.C). In Übereinstimmung mit publizierten Daten wies die oligomere 
Form offensichtlich eine höhere Mobilität im SDS-Gel auf [274]. Unterhalb des intakten 
CTB-HVR1-TCRCys konnten zwei weitere Proteinbanden am Detektionslimit des Western 
Blots detektiert werden. Die höhermolekulare Proteinbande auf der Höhe der 15 kDa 
Markierung resultierte vermutlich aus einer Größenreduzierung durch Abspaltung des 
TCRCys-Membranankers (5,7 kDa, Tab. III.1) vom intakten Fusionsprotein. Die 
Proteinbande oberhalb der 10 kDa Markierung konnte aufgrund ihrer Größe (11,6 kDa, Tab. 
III.1) und aufgrund ihrer Reaktivität mit dem CT-spezifischen Antiserum als abgespaltenes 
CTB identifiziert werden. 
Im Fall CTB-MPT64-TCRCys-exprimierender Tabakpflanzen konnten eine prominente 
Proteinbande auf der Höhe von 40 kDa, bei der es sich um monomeres CTB-MPT64-TCRCys 
mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 39,7 kDa (Tab. III.1) handeln könnte, sowie 
zwei mögliche Abbauprodukte unterhalb der potentiellen Proteinbande des intakten 
Fusionsproteins detektiert werden (Abb. III.4.A, 1). Ein zweifelsfreier Nachweis der Integrität 
von CTB-MPT64-TCRCys war jedoch nicht möglich. Der Nachweis der sekretierten 
Antigenversionen im Western Blot zu einem späteren Zeitpunkt wies darauf hin, dass die 
höhermolekulare Proteinbande ebenfalls auf oligomere Formen von abgespaltenen CTB 
zurückzuführen sein könnte, da sowohl in Blattextrakten CTB-HVR1- als auch CTB-MPT64-  
 
Abbildung III.4: Western Blot Analyse zum qualitativen Nachweis der Akkumulation von CTB-HVR1-
TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys in transgenen Tabakpflanzen. 
Der immunologische Nachweis der CTB-Fusionsproteine in 10 µl Tabakrohextrakt (A, B) bzw. in der 
Elutionsfraktion nach Kationenaustauschchromatographie und Ultrafiltration (Nanosep®-Säule, molecular 
weight cutoff 10 kDa, Pall Life Sciences) (II.3.7) (C) erfolgte nach elektrophoretischer Proteinauftrennung unter 
denaturierenden (A, C) und nicht-denaturierenden Bedingungen (B) im linearen Gradientengel (NuPAGE® 
Novex 4-12% Bis Tris Gel, Invitrogen) (II.3.4) und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mittels Kα-CT und 
ZαKAP (Fc) und nachfolgender Visualisierung in einer AP-Substratreaktion (II.3.5). M: „Page RulerTM 
Prestained Protein Ladder“ (Fermentas), +: authentisches CTB, 330 ng (A, B) bzw. 550 ng (C); -: Wildtyp; 1: 
CTB-MPT64-TCRCys; 2: CTB-HVR1-TCRCys 3: CTB-HVR1-TCRCys nach Kationenaustausch-
chromatographie und Ultrafiltration. Die Pfeile (a und b) markieren die Positionen der intakten monomeren 
Fusionsproteine. a: CTB-HVR1-TCRCys; b: CTB-MPT64-TCRCys. 
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exprimierender Tabakpflanzen im Bereich von 40 kDa eine prominente Proteinbande 
detektiert wurde (Ergebnisse nicht gezeigt). Die stabile nukleäre Integration der CTB-
MPT64-TCRCys-Expressionskassette konnte jedoch unter der Verwendung spezifischer 
Primer in einer PCR-Reaktion nach Isolierung der genomischen DNA aus Tabakblättern der 
entsprechenden transgenen Linie bestätigt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Die starken 
nichtkovalenten Wechselwirkungen zwischen den monomeren CTB-Untereinheiten erlauben 
die Analyse intakter CTB-Pentamere unter nicht denaturierenden Bedingungen im Western 
Blot [275]. Der Nachweis der pentameren Antigene erwies sich jedoch im Rahmen dieser 
Arbeit als schwierig, da einerseits das hohe Molekulargewicht von pentameren CTB-MPT64-
TCRCys (Tab. III.1), andererseits die mangelnde Qualität der Western Blots unter nicht-
denaturierenden Bedingungen einen eindeutigen Nachweis der pentameren Formen 
verhinderten (Ergebnisse nicht gezeigt). 
III.1.2.4 Quantitative und funktionale Analyse der CTB-Fusionsproteine mittels 
Oberflächen Plasmon Resonanz (SPR, Surface Plasmon Resonance) 
Nach Abschluss der eigentlichen Laborarbeiten ergab sich die Möglichkeit, die Kinetiken der 
GM1-Bindung der pflanzenexprimierten CTB-Fusionsproteine (CTB-HVR1, CTB-HVR1-
TCRCys, CTB-MPT64, CTB-MPT64-TCRCys) mit Hilfe von SPR zu analysieren (II.3.8). 
Abbildung III.5 zeigt am Beispiel von Blattextrakt einer CTB-HVR1-TCRCys-
produzierenden Tabakpflanze des Kultivars Petit Havana SR1 das SPR-Sensogramm der 
Assoziation von CTB-HVR1-TCRCys an einen GM1-Chip (II.3.8), gefolgt von der 
Regenerierung der Chipoberfläche (II.3.8). Der Anstieg des SPR-Signals nach der Injektion 
von Pflanzenextrakt reflektiert die spezifische Bindung des pentameren Fusionsproteins an 
den GM1-beladenen Chip. Zudem zeigte der Vergleich der Bindungskinetiken des 
eingesetzen Standards (bakterielles CTB) und des pflanzenproduzierten CTB-HVR1-TCRCys 
ein identisches Bindungsverhalten. Der Fusionspartner übte demnach offenbar keinen 
Einfluss auf die Pentamerisierung des CTB-Fusionspartners und die Interaktion mit der GM1-
Oberfläche aus und bestätigte damit die bereits im GM1-ELISA (III.1.2.1 und III.1.2.2) 
gezeigte funktionale in planta Expression von CTB im Kontext von Fusionsproteinen. Die 
Indexsprünge am Anfang und Ende der Messung waren auf Unterschiede zwischen dem Lauf- 
und Probenpuffer zurückzuführen. 
Der Einsatz eines CTB-Standards bekannter Konzentration offerierte ebenfalls die 
Möglichkeit einer quantitativen Akkumulationsanalyse mit Hilfe von 
Endpunktbestimmungen. Die Quantifizierungen mittels SPR ergaben im Vergleich zu den 
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initialen Messungen im GM1-ELISA (III.1.2.2) eine durchschnittlich 10-fach geringere 
Akkumulation von CTB-HVR1, CTB-HVR1-TCRCys, CTB-MPT64 und CTB-MPT64-
TCRCys in Tabak. Die parallele Analyse der Proben sowie des eingesetzten CTB-Standard in 
SPR- und ELISA-Messungen ergab, dass die Konzentrationsunterschiede nicht auf Mängel 
im Nachweisverfahren zurückzuführen waren, sondern vermutlich auf einem 
Aktivitätssverlust des im ELISA eingesetzten CTB-Standards beruhten (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Da für die Messungen zwar ein identischer CTB-Standard eingesetzt wurde, die 
eingesetzten Standard-Verdünnungen sich aber durch die Anfangskonzentration und 
verwendeten Puffersysteme sowie die Lagerungsbedingungen unterschieden, konnte ein 
signifikanter Einfluss der genannten Parameter auf die Stabilität und/oder Funktionalität von 
CTB nicht ausgeschlossen werden. Das im GM1-ELISA eingesetzte bakteriell exprimierte 
CTB wurde 110-fach mit sterilem 1 x PBS verdünnt (Endkonzentration 10 µg/ml), aliquotiert, 
bis zur Austestung der Proben bei -20°C gelagert und in einer Ausgangsverdünnung von 
100 ng/ml im ELISA eingesetzt (II.3.6). Im Unterschied dazu wurde für die 
Quantifizierungen mittels SPR bei 4°C gelagertes CTB (Endkonzentration 500 ng/ml) in 
HBS-EP (10 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,05 mM EDTA, 0,05 % (v/v) Tween) 
(Endkonzentration 500 ng/ml) eingesetzt. 
Abbildung III.5: SPR-Sensogramm der Assoziation von CTB-HVR1-TCRCys an die GM1-beschichtete 
Sensoroberfläche. 
Im Vorfeld der SPR-Interaktionsanalyse erfolgte die kovalente Bindung von lysoGM1-Gangliosid an die 
Dextran-beschichtete Oberfläche des CM5-Chips (II.3.8). Zur Bestimmung der Bindungskinetiken wurde 1:5 
verdünnter Pflanzenextrakt in die Messzelle injiziert. Die Bindungskinetik wurde als zeitabhängige Änderung 
der Signalintensität (Masseveränderung), die als Response Unit (RU) angegeben wurde, dargestellt. Als 
Positivkontrolle diente bakterielles CTB (500 ng/ml), als Negativkontrolle wurden HBS-EP und Wildtyp-
Pflanzenextrakt eingesetzt. Nach Erreichen der Sättigung wurde die GM1-beschichtete Sensoroberfläche mit 30 
mM HCl regeneriert (II.3.8). 
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III.1.3 Funktionalitätsanalyse der TCRCys-Membranankervariante 
Proteine, deren Zielort außerhalb des Cytoplasmas liegt, werden in der Regel als 
höhermolekulare Vorläuferproteine mit einem N-terminalen Signalpeptid synthetisiert, das 
die Proteine in den Exportweg einschleust. Im Fall von TypI-Transmembranproteinen, die mit 
einer C-terminalen Transmembrandomäne ausgestattet sind, determiniert die „positive inside 
rule“, die die zwangsläufige cytoplasmatische Orientierung der positiv geladenen 
Aminosäuren der hydrophilen aminoterminalen n-Region des Signalpeptids während der 
Membraneinlagerung am ER beschreibt [276] und die Abspaltung der Signalsequenz vom 
Vorläuferprotein während der Insertion durch den Signalpeptidase-Komplex [277] ihre 
NoutCin-Orientierung. Diese bleibt auch während der zahlreichen Membranabschnürungs- und 
Fusionsvorgänge während des anterograden Transportes zur Plasmamembran in den 
zwischengelagerten Zellorganellen, Transportvesikeln und der Plasmamembran erhalten 
[278]. Dementsprechend sollte die in planta Produktion von CTB-HVR1-TCRCys und CTB-
MPT64-TCRCys, die nachweislich ein funktionelles N-terminales Signalpeptid besitzen, 
aufgrund der C-terminal gelegenen TCRβ-Kette zu einer Präsentation der Antigene auf der 
extrazellulären Seite der Pflanzenzellmembran führen. 
Im Rahmen der nachfolgenden Funktionalitäts- und Lokalisationsanalysen sollte die Eignung 
der TCRCys-Membranankervariante zur Integration der Modellantigene CTB-HVR1 und 
CTB-MPT64 in die Pflanzenzellmembran evaluiert werden. 
III.1.3.1 Subzellulare Lokalisierung der membranständigen Antigene mittels 
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie 
Um den Einfluss einer Autofluoreszenz durch das in Tabakblättern enthaltende Chlorophyll 
möglichst gering zu halten, wurden für die Analysen zur Lokalisation der Antigene 
ausschließlich stabil transformierte BY-2 Zellen verwendet, die im Vergleich zu stabil 
transformierten Tabakpflanzen eine signifikant geringere Akkumulation der getesteten 
Antigene aufwiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). Die in Abbildung III. 6 dargestellten 
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen ausschließlich die Fluoreszenz-
verteilung in BY-2 Suspensionszellen der Linien CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-
TCRCys. Unter den gewählten Versuchsbedingungen war aufgrund der geringen 
Akkumulation ein eindeutiger Nachweis der TCR- und TCRhinge-membranverankerten 
Antigene nicht möglich (Ergebnisse nicht gezeigt). Im Unterschied zur Transgen-Expression 
in Tabakpflanzen akkumulierte CTB-HVR1-TCRCys gemäß GM1-ELISA Analysen (II.3.6) 
mit maximal 10,5 µg/g geringer als CTB-MPT64-TCRCys mit 22,4 µg/g Zellmaterial 
(Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Die Immunfluoreszenz-Markierung der Antigene erforderte die Präparation von Protoplasten 
(II.6.1.2), da die Pflanzenzellwand die Passage von Nachweisantikörpern mit einem 
Molekulargewicht von 150 kDa verhindert (III.1.3.2.5). Nach Fixierung der Protoplasten, 
Detektion der Antigene mittels eines CTB-spezifischen Antiserums, Immunfärbung mit einem 
Alexa FluorTM 488-konjugierten Sekundärantikörpern und Anregung der gebundenen 
Fluorophor-konjugierten Antikörper mit Laserlicht wurde die subzelluläre Lokalisation des 
Fluoreszenzsignals in mittleren Zellebenen mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie 
analysiert (II.6.2-II.6.4). Analog dazu wurden Protoplasten von nicht transformierten BY-2 
Zellen unter identischen Einstellungen analysiert. 
 
Abbildung III.6: Immunofluoreszenzmikroskopische Analyse der subzellulären Lokalisation der 
TCRCys-basierten membranständigen Antigene. 
Aus drei Tage alten CTB-MPT64-TCRCys- (A) und CTB-HVR1-TCRCys-exprimierenden BY-2 
Suspensionszellen (B) wurden Protoplasten präpariert (II.6.1.1). Die subzellulare Lokalisation des 
Fluoreszenzsignals wurde nach Immunofluoreszenzmarkierung der CTB-Fusionsproteine mittels Zα-CTB und 
HαZAlexa488 (II.1.2) mit Hilfe von konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie analysiert (II.6.4). Die linke Reihe 
zeigt Aufnahmen mittlerer konfokaler Z-Sektionen (~1µm Schichtdicke) von Protoplastenpräparationen nach 
Anregung mit Laserlicht der Wellenlänge 488 nm und Detektion bei 500-530 nm. Die mittlere Reihe zeigt die 
korrespondierenden Transmissionsbilder und die rechte Reihe die Overlays beider Aufnahmen. Als 
Negativkontrolle dienten fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen parallel analysierter Protoplasten von Wildtyp-
BY-2 Zellen bei identischen Einstellungen (ganz rechts). WT= Wildtyp. Skalierungsbalken: 5 µm. 
Das signifikante Fluoreszenzsignal der transgenen Linien CTB-MPT64-TCRCys (Abb. 
III.6.A) und CTB-HVR1-TCRCys (Abb. III.6.B) bestätigte eindeutig die im GM1-ELISA 
beobachtete Akkumulation der CTB-Fusionsproteine im Pflanzensystem (III.1.2). Neben 
einer Anfärbung des Randbereiches der Zellen konnte eine signifikante Markierung im 
Bereich der cytoplasmatischen Stränge und des Nukleus beobachet werden (Abb. III.6.A und 
III.6.B, links). Eine exakte Lokalisierung der membranständigen Antigene war jedoch nicht 
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möglich. Die Identifizierung subzellulärer Strukturen in ausdifferenzierten Pflanzenzellen 
mittels Fluoreszenzmikroskopie wird dadurch erschwert, dass die zentrale Vakuole den 
größten Teil der Zelle ausmacht und das Cytoplasma auf den nur wenige µm umfassenden 
Cytoplasmasaum sowie die Cytoplasmastränge und den Bereich um den Zellkern beschränkt 
ist. Da Proteine mit einem funktionalen Signalpeptid in Eukaryoten cotranslational exprimiert 
werden, resultierte das Signal im Bereich der Cytoplasmastränge vermutlich aus einer 
Akkumulation der Antigene in ER- und Golgi-Membranen während ihrer Passage durch die 
Proteinexportmaschinerie. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Protoplasten gegenüber 
osmotischen und mechanischen Einflüssen, die eine optimale Protoplastenpräparation 
erschwerten, der unzureichenden Auflösung des konfokalen Mikroskops und 
membranverankerten Antigenen, war jedoch zu diesem Zeitpunkt eine eindeutige Aussage 
über die Lokalisation von CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys bzw. die 
Funktionalität der TCRCys-Membranankervariante nicht möglich. 
III.1.3.2 Subzelluläre Lokalisierung der membranständigen Antigene durch das 
Grün-fluoreszierende Protein (GFP) 
Das 27 kDa große grün fluoreszierende Protein (GFP) stammt ursprünglich aus der Qualle 
Aequoria victoria. Seine einzigartige Struktur, die zu einer intensiven Autofluoreszenz bei 
einer Emissionswellenlänge von ca. 508 nm führt und durch Anregung mit blauem Licht 
deutlich verstärkt werden kann, macht GFP zu einem geeigneten Reportermolekül der in vivo 
Analyse von fusionierten heterologen Proteinen [279]. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
GFP-Variante CytoGemTM Emerald GFP verwendet, die sich durch mehrere Punktmutationen 
(S65T/S72A/N149K/M153T/I167T/H231L) die zu verbesserten biochemischen und 
spektralen Eigenschaften führen von dem zuerst beschriebenen und im Allgemeinen als 
Wildtyp-GFP bezeichneten GFP unterscheidet [242] (Aurora Bioscience, San Diego). Diese 
optimierte Variante wurde im Rahmen der Dissertation von N. Ruthardt (2005) N-terminal 
um einen flexiblen Linker von 20 Aminosäuren (PAAAAAASAAAAAAWVPVAT) 
erweitert, der die individuelle Faltung von Fusionspartnern ermöglichen sollte [280]. 
Die TCRCys-basierten Antigene sollten C-terminal um das 20aaLinker-GFP-Konstrukt 
erweitert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie innerhalb der Zelle sichtbar 
gemacht werden. Mit Hilfe der Fluoreszenmarkierung war so im Gegensatz zu 
immunchemischen Methoden, die die zeitaufwendige Präparierung von Protoplasten und ihre 
immunologische Anfärbung erfordern (III.1.3.2), ein in vivo Nachweis der Antigene auf 
zellulärer Ebene ohne vorherige Fixierung möglich. Die Generierung eines apoplasmatisch 
exprimierten 20aaLinker-GFP-Konstruktes sowie eines über TCRCys membranverankerten 
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20aaLinker-GFP-Konstruktes sollten durch direkten Vergleich der subzellulären 
Signalverteilung von sekretiertem und potentiell membranverankerten GFP weiteren 
Aufschluss über die Funktionalität der TCRCys Membranankervariante geben. 
III.1.3.2.1 Klonierung von CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys mit C-
terminaler GFP-Markierung  
Die rekombinanten Plasmide pCTB-HVR1-TCRCys und pCTB-MPT64-TCRCys (III.1.1.1, 
Abb. III.1) wurden als Basisvektoren für die Klonierung des 20aaLinker-GFP-Genkonstruktes 
an das 3’-Ende der entsprechenden Expressionskassette genutzt. Zu diesem Zweck wurde in 
einer PCR-Reaktion unter dem Einsatz des Vektors pTRA-Ve2-GFP [241] als Template mit 
Hilfe der Primer GFPforw bzw. GFPback eine NcoI-Schnittstelle am 5’-Ende der 
20aaLinkers-Sequenz, bzw. eine XbaI-Schnittstelle am 3’-Terminus des 20aaLinker-GFP-
Genkonstruktes integriert. Das Einführen der Schnittstellen erlaubte nach Restriktion des 
PCR-Produktes eine in frame Klonierung in die NcoI-Erkennungssequenz an Bp-Position 2 
der kodierenden Sequenz der cytoplasmatischen Domäne des Membranankers bzw. der XbaI-
Schnittstelle der restringierten Vektoren pCTB-HVR1-TCRCys bzw. pCTB-MPT64-TCRCys 
(Abb. III.7). Die kodierende Sequenz des Transmembranankers der resultierenden GFP-
Fusionsproteine unterschied sich demnach von der authentischen TCRCys-Sequenz der 
Ausgangskonstrukte durch eine um sechs Aminosäuren verkürzte cytoplasmatische Domäne. 
Um das korrekte Leseraster zu erhalten, wurden in die Sequenz von GFPforw zwei 
Guaninreste eingefügt, die in einen zusätzlichen Glycinrest am Aminoterminus des 
20aaLinker-GFP-Konstruktes resultierten. Nach Transformation der Ligationsansätze in 
E. coli (II.4.3), und Identifizierung positiver Klone mittels Kolonie-PCR (II.2.2.3) sowie 
Kontrollrestriktion (II.2.3) wurden die resultierende Plasmide, die mit pCTB-HVR1-TCRCys-
GFP und pCTB-MPT64-TCRCys-GFP bezeichneten wurden, in A. tumefaciens transformiert 
(II.4.6) und positive Transformanten für die transiente und stabile Transformation von 
N. tabacum cv. Petit Havana SR1 und BY-2 Suspensionszellen verwendet. 
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Abbildung III.7: Schematische Darstellung der Klonierung von pCTB-HVR1-TCRCys-GFP und pCTB-
MPT64-TCRCys-GFP. 
PSS35: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region, CHS: 5’-UTR der Chalcon-Synthase; LPH: 
Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24; CTB: Cholera Toxin B-Untereinheit; 
TCRCys: verkürzte β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors; Cys: Gelenkregion der TCRβ-Kette inklusive 
Cystein; TM: Transmembrandomäne der TCR β-Kette; C: cytoplasmatische Domäne der TCR β-Kette; C*: 
verkürzte cytoplasmatische Domäne der TCR β-Kette; GFP: CytoGemTM Emerald GFP; pA35S: CaMV 3’-UTR.  
III.1.3.2.2 Klonierung des membranständigen GFP-Konstruktes 
Die Fusion des 20aaLinker-GFP-Konstruktes an den N-Terminus der TCRCys-
Membranankervariante erforderte eine Klonierung des GFP und TCRCys DNA-Fragmentes 
in den NcoI-XbaI-verdauten Vektor pTRAKc-dhfr-AHnew, da die NcoI-Schnittstelle am 5’-
Ende der LPH-Sequenz in den Konstrukten pCTB-HVR1-TCRCys und pCTB-MPT64-
TCRCys mit Hilfe von SOE-PCR entfernt wurde (III.1.1.1). Nach Isolierung des TCRCys 
Genkonstruktes aus pCTB-HVR1-TCRCys mittels SalI-XbaI-Restriktion, Amplifikation des 
20aaLinker-GFP Genkonstruktes durch Verwendung des Primerpaares GFPforw und 
GFPonlyback mit integrierter NcoI- bzw. SalI-Schnittstelle für die Klonierung in pTRAKc, 
Fusion an das TCRCys Genkonstrukt und Restriktionsverdau des resultierenden PCR-
Produktes erfolgte die Klonierung beider Genkonstrukte in die kompatible NcoI-XbaI-
Schnittstelle des restringierten Vektors pTRAKc-dhfr-AHnew (Abb. III.8). Nach 
Transformation in E. coli (II.4.3) und A. tumefaciens (II.4.6), sowie Analyse der 
rekombinanten Genkonstrukte (II.2.2.3, II.2.3), erfolgte mittels Agrobakterium-vermittelter 
Transformation die stabile nukleäre Integration der GFP-TCRCys-Expressionskassette in das 
Genom von N. tabacum cv. Petit Havana bzw. BY-2 Zellen (II.5.2). 
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Abbildung III.8: Schematische Darstellung der Klonierung von pGFP-TCRCys. 
PSS35: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region, CHS: 5’-UTR der Chalcon-Synthase; LPH: 
Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24; GFP: CytoGemTM Emerald GFP; 
TCRCys: verkürzte β-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors; Cys: Gelenkregion der TCR β-Kette inklusive 
Cystein; TM: Transmembrandomäne der TCR β-Kette; C: cytoplasmatische Domäne der TCR β-Kette; pA35S: 
CaMV 3’-UTR. 
 
Abbildung III.9: Schematische Darstellung der Klonierung von pGFPapo. 
PSS35: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-Region, CHS: 5’-UTR der Chalcon-Synthase; LPH: 
Signalpeptid der schweren Kette des monoklonalen Antikörpers mAk24; GFP: CytoGemTM Emerald GFP; 
pA35S: CaMV 3’-UTR. 
pTRAKc-dhfr-AHnew 
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III.1.3.2.3 Klonierung des apoplasmatisch exprimierten GFP-Konstruktes 
Das 5’- bzw. 3’-Ende des 20aaLinker-GFP Genkonstruktes wurde durch die Einführung einer 
NcoI- bzw. XbaI-Schnittstelle mit Hilfe der Primer GFPforw und GFPonly back modifiziert, 
um eine Klonierung in die NcoI-XbaI-Restriktionsschnittstelle des Pflanzenexpressionsvektor 
pTRAKc-dhfr-AHnew zu ermöglichen (Abb. III.9). Die Ligationsansätze wurden in E. coli 
(II.4.3) transformiert und die Integration des Genkonstruktes mit Hilfe von Kolonie-PCR 
(II.2.2.3) und Kontrollrestriktionen (II.2.3) bestätigt. Das resultierende Plasmid pGFPapo 
wurde in A. tumefaciens transformiert (II.4.6) und einer der identifizierten rekombinanten 
Klone für die stabile nukleäre Transformation von BY-2 Suspensionszellen verwendet 
(II.5.2.4). 
Tabelle III.3: Übersicht über die Größen und Molekularmassen der reifen GFP-Fusionsproteine und der 
individuellen Fusionspartner. 
Die Angabe der Größen erfolgte in Aminosäuren [aa], die der Molekulargewichte in Kilodalton [kDa]. Die 
Molekulargewichte wurden mit Hilfe des ExPasy ProtParam Server`s (http://www.expasy.ch/tools/protparam) 
ermittelt und beziehen sich im Fall der CTB-Fusionsproteine auf die monomere Form. 
Konstrukt 
Größe 
[aa] 
Molekulargewicht 
[kDa] 
Molekulargewicht Fusionspartner 
[kDa] 
CTB-HVR1-TCRCys-
GFP 
437 47,9 
 
CTB-MPT64-TCRCys-
GFP 
615 67,6 
GFP-TCRCys 312 34,3 
 
GFPapo 259 28,6 
 
 
III.1.3.2.4 Analyse der Akkumulation und Integrität der GFP-Konstrukte in 
N. tabacum cv. Petit Havana SR1 und N. tabacum cv. BY-2 Suspensionszellen  
Die Analyse der Zell- bzw. Blattextrakte transgener BY-2 Suspensionszellen und 
Tabakpflanzen im Western Blot sollte Aufschluss über die Akkumulation und Integrität der 
exprimierten GFP-Fusionsproteine geben (II.3.5). Jeweils zwei Extrakte, die in den im 
Vorfeld durchgeführten Dot Blot Analysen (II.3.5) die stärksten Signale zeigten (Ergebnisse 
nicht gezeigt), wurden pro Konstrukt analysiert. Abbildung III.10 zeigt den immunologischen 
Nachweis der Akkumulation von GFPapo sowie der drei membranständigen GFP-
20aaLinker [1,7 kDa]cytoplasmatische Domäne
GFP
GFP
26,8
CTB MPT64 TCRCys 
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Fusionsproteine in transgenen BY-2 Zellen (Abb. III.10.A) und Tabakpflanzen (Abb. 
III.10.B) im Western Blot mittels eines GFP-spezifischen monoklonalen Antikörpers (II.1.2). 
Als Positivkontrolle diente bakteriell exprimiertes GFP (M. Sack, Institut für Molekulare 
Biotechnologie der RWTH Aachen). 
Mit Ausnahme von CTB-HVR1-TCRCys-GFP konnte, sowohl für apoplasmatisch 
exprimiertes GFP als auch für die membranständigen GFP-Konstrukte, eine signifikante 
Akkumulation in BY-2 Zellen nachgewiesen werden. Im Fall von GFPapo konnte oberhalb 
der 25 kDa Markierung des Proteinlängenstandards eine prominente Doppelbande detektiert 
werden (Abb. III.10.A, 1). Die höhermolekulare Proteinbande korrelierte mit dem 
kalkulierten Molekulargewicht von 28,6 kDa für GFP inklusive des N-terminalen 
20aaLinkers (Tab. III.3). Laut Größendetermination anhand des Proteinlängenstandards 
könnte es sich bei der kleineren Proteinbande um GFP handeln, von dem der 20aaLinker mit 
einem kalkulierten Molekulargewicht von 1,7 kDa (Tab. III.3) abgespalten wurde. Weitere 
niedermolekulare Banden schwächerer Signalintensität wurden aufgrund ihrer Reaktivität mit 
dem verwendeten GFP-spezifischen Antikörper als Degradationsprodukte identifiziert, 
nachdem eine Kreuzreaktivität der Detektionantikörper mit Wildtyp-Komponenten 
ausgeschlossen wurde (Abb. III.12). 
Das apparente Molekulargewicht des C-terminal um die Sequenz des TCRCys-
Membranankers erweiterten GFP-TCRCys im Western Blot entsprach in etwa dem 
kalkulierten Molekulargewicht von 34,3 kDa (Tab. III.3) (Abb. III.10.A, 2). 
Niedermolekulare Proteinbanden intensiver Signalstärke wurden durch Vergleich mit GFPapo 
(Abb. III.10.A, 1) als abgespaltenes GFP identifiziert. Offensichtlich wurden in vivo oder 
nach Extraktion des löslichen Gesamtproteins signifikante Mengen (~60%) des GFP-
Reporters vom intakten TCRCys-Membrananker abgespalten. Sowohl das intakte 
Fusionsprotein als auch abgespaltenes GFP trennten sich im SDS-PAA-Gel als 
charakteristische Doppelbande auf. Da eine potentielle N-Glykosylierung durch die Analyse 
der Proteinsequenz im NetNGlyc Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) 
ausgeschlossen wurde, resultierte die niedermolekulare Bande vermutlich aus einer 
potentiellen Abspaltung des 20aaLinkers. Im Vergleich zu GFPapo wurde eine deutlich 
geringere Akkumulation der membranständigen GFP-Variante beobachtet. Im Unterschied zu 
den analysierten Modellantigenen CTB-HVR1 und CTB-MPT64 führte die Fusion von GFP 
an den TCRCys-Membrananker offensichtlich zu einer Abnahme der Akkumulation (III.1.2). 
Im Fall von CTB-HVR1-TCRCys-GFP konnte nur für eine der beiden analysierten BY-2 
Suspensionskulturen eine Proteinbande geringer Signalintensität nachgewiesen werden, deren 
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Größe mit dem kalkulierten Molekulargewicht des intakten monomeren Fusionsproteins von 
47,9 kDa (Tab. III.3) korrelierte (III.10.A, 3). In beiden Fällen konnte im Bereich von etwa 
25 kDa überwiegend abgespaltenenes GFP nachgewiesen werden. 
Die Analyse von Zellextrakten transgener CTB-MPT64-TCRCys-GFP exprimierender BY-2 
Zellen im Immunoblot führte zur Detektion einer prominenten immunoreaktiven 
Doppelbande oberhalb der 62 kDa Bande des verwendeten Proteinlängenstandards (Abb. 
III.10.A, 4). Diese entsprach der Größe des intakten monomeren Fusionsproteins mit einem 
kalkulierten Molekulargewicht von 67,6 kDa (Tab. III.3). Da die GFP-Markierung C-terminal 
erfolgte, basierte das Auftreten der Doppelbande im Unterschied zu GFPapo und GFP-
TCRCys nicht auf einer Abspaltung des 20aaLinkers, sondern vermutlich auf einer partiellen 
Glykosylierung. Analysen der Proteinsequenz von CTB-MPT64-TCRCys-GFP mit Hilfe des 
NetNGlyc 1.0 Server`s (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) prognostizierten eine N-
glykosylierte Seitenkette innerhalb der CTB-Proteinsequenz sowie zwei weitere im Bereich 
von MPT64. Der immunologische Nachweis der Doppelbande mit Hilfe eines CTB-
spezifischen Antiserums in parallel durchgeführten Western Blot Analysen bestätigte 
ebenfalls die Integrität von CTB-MPT64-TCRCys-GFP (Ergebnisse nicht gezeigt). Analog zu 
den übrigen membranständigen GFP-Konstrukten wurden erhebliche Mengen GFP 
abgespalten, welches sich als die typische Doppelbande im Bereich von 25 kDa auftrennte. 
Der hohe Anteil an abgespaltenen GFP lässt eine hohe Sensitivität der Fusionsproteine gegen 
Proteasen im Bereich der Zellmembran von BY-2 Zellen und/oder nach der Proteinextraktion 
und Probenvorvereitung vermuten. Da abgespaltenes GFP im Fall aller GFP-Konstrukte, d.h. 
unabhängig von einer N- oder C-terminalen GFP-Markierung, detektiert werden konnte ist 
von drei intrinsischen Proteaseschnittstellen auszugehen, jeweils eine am N- und C-Terminus 
des 20aaLinker-GFP-Konstruktes sowie einer dritten im Fusionsbereich von Linker und GFP. 
Abbildung III.10.B zeigt die Akkumulation von GFP-TCRCys, CTB-HVR1-TCRCys-GFP 
und CTB-MPT64-TCRCys-GFP in transgenen Tabakpflanzen. Für alle drei Membranproteine 
konnten in Western Blot Analysen von Blattextrakten Proteinbanden detektiert werden, die 
den entsprechenden kalkulierten Molekulargewichten der intakten GFP-Fusionsproteine 
entsprachen (Tab. III.3). Im Fall von GFP-TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys-GFP konnte 
neben dem intakten Membranprotein ebenfalls abgespaltenes GFP detektiert werden, das im 
Unterschied zu den analysierten BY-2 Zellextrakten in nur einer detektierbaren Form auftrat 
(Abb. III.10.B, 2 und 4). Im Gesamtzellextrakt GFP-TCRCys-exprimierender Tabakpflanzen 
konnte zusätzlich eine definierte Proteinbande auf der Höhe des 62 kDa Proteins des 
Proteinlängenstandards nachgewiesen werden (Abb. III.10.B, 2). Der Vergleich mit bakteriell 
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exprimierten CTB zeigte, dass es sich dabei vermutlich um eine Aggregation von 
abgespaltenem GFP handelte (Abb. III.10.A und III.10.B, +). 
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Abbildung III.10: Western Blot Analyse zum qualitativen Nachweis der Akkumulation von GFPapo, 
GFP-TCRCys, CTB-HVR1-TCRCys-GFP und CTB-MPT64-TCRCys-GFP in transgenen BY-2 
Suspensionszellen und T0-Generationen transgener Tabakpflanzen. 
Der immunologischer Nachweis der GFP-Konstrukte in jeweils 10 µl Gesamtzellextrakt vier Tage alter BY-2 
Suspensionszellkulturen (A) und transgener Tabakpflanzen (B) erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung 
der Gesamtproteine in einem SDS-PAA-Gel (II.3.4) und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (II.3.5) 
mittels Mα-GFP und ZαMAP und nachfolgender Visualisierung in einer AP-Substratreaktion (II.3.5). M: 
„Prestained Protein Marker Broad Range“ (NEB); +: bakteriell exprimiertes GFP; -: Wildtyp; 1: GFPapo; 2: 
GFP-TCRCys; 3: CTB-HVR1-TCRCys-GFP; 4: CTB-MPT64-TCRCys-GFP. Die Pfeile (a-d) markieren die 
Position der intakten Fusionsproteine. 
Quantifizierungen der Akkumulation pentamerer GFP-Fusionsproteine in Tabakpflanzen und 
BY-2 Suspensionszellen mit Hilfe von GM1-ELISA Analysen (II.3.6) ergaben für die jeweils 
bestexprimierenste Pflanze bzw. Zelllinie im Fall von CTB-MPT64-TCRCys-GFP 55,2 µg/g 
Blattmaterial bzw. 2,6 µg/g BY-2 Zellen. CTB-HVR1-TCRCys-GFP akkumulierte mit 
5,6 µg/g Blattmaterial, bzw. 0,03 µg/g BY-2-Zellen wesentlich geringer (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Auf die Etablierung einer ELISA Variante zur Quantifizierung von GFPapo und 
GFP-TCRCys wurde aus zeitlichen Gründen verzichtet. Jeweils die bestexprimierensten 
Zelllinien wurden für die nachfolgenden Lokalisationsanalysen eingesetzt. 
III.1.3.2.5 Analyse der Kulturüberstände transgener BY-2 Suspensionszellkulturen  
Da die pflanzliche Zellwand Proteine bis zu einem Molekulargewicht von bis zu 75 kDa 
passieren lässt [39, 281, 282] erlaubt die Analyse der Kulturüberstände eine erste Aussage 
über die Funktionalität des TCRCys Membranankers. Um eine Sekretion der 
membranverankerten GFP-Konstrukte in den Kulturüberstand auszuschließen, wurden die 
Zellextrakte und Kulturüberstände vier, fünf und zehn Tage alter transgener BY-2 
Zellsuspensionen im Immunoblot analysiert (Abb. III.11.A-C).  
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Die Analyse der Zellextrakte erlaubte -mit Ausnahme von CTB-HVR1-TCRCys-GFP- den 
immunologischen Nachweis der GFP-Fusionsproteine mit Hilfe eines monoklonalen GFP-
spezifischen Antikörpers (Abb. III.11.A-C, 1-4). Analog zu den initialen 
Akkumulationsanalysen im Western Blot (III.1.3.2.4), wurden die charakteristischen 
Doppelbanden der intakten Fusionsproteine und des abgespaltenen GFP detektiert. 
Im Kulturüberstand von GFPapo-exprimierenden BY-2 Zellen konnte nach vier Tagen eine 
im Vergleich zum Zellextrakt schwache Proteinbande detektiert werden (Abb. III.11.A, 1 und 
I). Offensichtlich wurde GFP relativ langsam in den Kulturüberstand sekretiert. Erst nach fünf 
Tagen konnte eine signifikante Signalverstärkung der entsprechenden Proteinbande 
beobachtet werden (Abb. III.11.B, I). Auffällig war, dass im Vergleich zum intakten 
20aaLinker-GFP signifikant höhere Mengen des vermeintlichen GFP-Abbauproduktes 
freigesetzt wurden. 
Im Fall der membranständigen GFP-Konstrukte konnten selbst nach fünf- und 10-tägiger 
Inkubation keine immunoreaktiven Banden, die dem Molekulargewicht der intakten 
Fusionsproteine entsprachen, in den Kulturüberständen nachgewiesen werden, obwohl die 
parallel analysierten Zellextrakte, mit Ausnahme von CTB-HVR1-TCRCys-GFP, einen 
eindeutigen Nachweis der Akkumulation der membranständigen GFP-Konstrukte innerhalb 
der Zelle erlaubten. Mit Ausnahme von GFP-TCRCys konnte nach zehn Tagen jedoch 
auschließlich abgespaltenes GFP detektiert werden, dessen Nachweis im Kulturüberstand 
jedoch zunächst nicht möglich war (Abb. III.11.A-III-.11.C). Zunächst wurde vermutet, dass 
die geringe Sensitivität des Western Blots, die vergleichsweise geringe Akkumulation der 
membranständigen GFP-Konstrukte im Vergleich zu GFPapo und die starke Verdünnung im 
Kulturmedium sowie die unterschiedlichen Zelldichten und dadurch abweichenden Volumina 
der Kulturüberstände den Nachweis potentiell sekretierter membranständigen Fusionsproteine 
erschweren könnten. Dies wurde aber zumindest im Fall von GFP-TCRCys durch den 
Nachweis des GFP-Abbauproduktes und die Abwesenheit des intakten membranständigen 
Fusionsproteins im Kulturüberstand von BY-2 Zellen nach 4-tägiger Inkubation 
ausgeschlossen (Abb. III.11.D, II). An dieser Stelle sei jedoch darauf hingewiesen, dass die 
Freisetzung von CTB-HVR1-TCRCys-GFP und CTB-MPT64-TCRCys-GFP in den Apoplast 
und eine Rückhaltung ihrer oligomeren Konformationen durch die Pflanzenzellwand nicht 
ausgeschlossen werden konnte, da die kalkulierten Molekulargewichte der oligomeren bzw. 
pentameren Formen 75 kDa deutlich überschritten (Tab. III.3). In den Kulturüberständen von 
GFP-TCRCys-exprimierenden BY-2 Zellen wurde das intakte Fusionsprotein nicht 
nachgewiesen, obwohl es mit einem Molekulargewicht von 34,3 kDa die pflanzliche 
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Zellwand passieren könnte. Seine Freisetzung in den Kulturüberstand wurde demnach 
offensichtlich durch Membranintegration verhindert. 
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Abbildung III.11: Western Blot Analyse zum Nachweis der Akkumulation von GFPapo, GFP-TCRCys, 
CTB-HVR1-TCRCys-GFP und CTB-MPT64-TCRCys-GFP in Zellextrakten und Kulturüberständen 
transgener BY-2 Suspensionszellen. 
Immunologischer Nachweis der GFP-Konstrukte in jeweils 10 µl Zellextrakt (1-4) und Kulturüberstand (I-IV) 
einer 4 (A und D), 5 (B) und 10 (C) Tage alten BY-2 Suspensionszellkultur. Die Detektion mittels Mα-GFP und 
ZαMAP und anschließende Visualisierung in einer AP-Substratreaktion erfolgte nach elektrophoretischer 
Auftrennung der Proteine in einem SDS-PAA-Gel (II.3.4) und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (II.3.5). 
M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (NEB); +: bakteriell exprimiertes GFP; 1, I: GFPapo; 2, II: GFP-
TCRCys; 3, III: CTB-HVR1-TCRCys-GFP; 4, IV: CTB-MPT64-TCRCys-GFP. Die Pfeile (a-c) markieren die 
Position der intakten Fusionsproteine. a: GFPapo; b: GFP-TCRCys; c: CTB-MPT64-TCRCys. 
Die Analyse der Kulturüberstände transgener GFPapo-, GFP-TCRCys-, CTB-HVR1-
TCRCys-GFP- und CTB-MPT64-TCRCys-GFP-exprimierender BY-2 Zellen lieferte einen 
ersten Hinweis auf eine Verankerung der Antigene in der Pflanzenzellmembran durch Fusion 
an die Membranankervariante TCRCys. 
III.1.3.2.6 Isolierung von Membranen transgener BY-2 Zelllinien 
Die Isolierung von Membranen transgener GFPapo-, GFP-TCRCys- sowie CTB-MPT64-
TCRCys-GFP-exprimierender BY-2 Zelllinien sollte weiteren Aufschluss über die 
Funktionalität der TCRCys-Membranankervariante geben (II.6.5). Die Analyse CTB-HVR1-
TCRCys-GFP-exprimierender BY-2 Zellen war aufgrund der geringen Akkumulationsraten 
nicht möglich. Zellextrakte mit löslichem Gesamtprotein (1), Kulturüberstände mit 
sekretiertem Protein (2), die Überstände nach der Homogenisierung mit intakten 
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Zellorganellen (Homogenat) (3), die Überstände nach Ultrazentrifugation mit löslichem 
Gesamtprotein (4), die Überstände nach dem ersten Waschschritt (5) sowie die 
Membranfraktionen (6) und die Membranfraktion nach Solubilisierung der Membranproteine 
(7) von drei Tage alten BY-2 Suspensionskulturen, wurden hinsichtlich der Akkumulation der 
GFP-Fusionsproteine mit Hilfe eines monoklonalen GFP-spezifischen Antikörpers im 
Western Blot analysiert (II.3.5). 
Im Homogenat GFPapo exprimierender BY-2 Zellen (Abb. III.12.A, 3) sowie im Rohextrakt 
(Abb. III.12.A, 1) konnte die charakteristische Doppelbande detektiert werden, die dem 
intakten 20aaLinker-GFP (28,6 kDa, Tab. III.3) und dem vermeintlichen GFP-Abbauprodukt 
entsprach (Abb. III.12.A, 3). Nach Ultrazentrifugation konnte der überwiegende Anteil des 
löslichen Gesamt-GFP aus dem Homogenat im Überstand detektiert werden (Abb. III.12.A, 
4). In der Membranfraktion (Abb. III.12.A, 6) sowie nach Solubilisierung der 
Membranproteine (Abb. III.12.A, 7) konnten dennoch signifikante Mengen an GFP 
nachgewiesen werden, obwohl zu berücksichtigen ist, dass im Vergleich zum Homogenat und 
Überstand nach Ultrazentrifugation eine 20-fache Aufkonzentrierung stattgefunden hatte 
(II.6.5). Interessanterweise handelte es sich dabei ausschließlich um das intakte 20aaLinker-
GFP Konstrukt. Obwohl innerhalb der Proteinsequenz von GFPapo keine potentielle 
Transmembrandomäne identifiziert wurde (TMHMM Server v 2.0, 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) [269], könnte GFPapo aufgrund einer erhöhten 
Affinität zu lipophilen Membranstrukturen durch den relativ hohen Anteil an hydrophoben 
Resten in der Linkerregion (III.1.3.2) in der Membranfraktion zurückgehalten werden. Diese 
Hypothese könnte ebenfalls eine Erklärung für die Abwesenheit von GFP im Kulturüberstand 
der 3 Tage alten BY-2 Zellkultur liefern (Abb. III.12.A, 2). Dementsprechend konnte bereits 
durch die Analyse der Kulturüberstände transgener BY-2 Suspensionskulturen gezeigt 
werden, dass überwiegend GFP ohne 20aaLinker in den Überstand freigesetzt wird (Abb. 
III.11.A-C, I). 
Im Rohextrakt GFP-TCRCys-exprimierender BY-2 Zellen konnten analog zu den unter 
III.1.3.2.4 und III.1.3.2.5 aufgeführten Western Blot Analysen erhebliche Mengen an 
abgespaltenem 20aaLinker-GFP detektiert werden, von dem zu etwa 50% die Linkersequenz 
abgespalten wurde (Abb. III.12.B, 1). Im Vergleich dazu lag GFP-TCRCys im Homogenat 
wesentlich stabiler vor (Abb. III.12.B, 3). Im Überstand nach Ultrazentrifugation konnte im 
Vergleich zum eingesetzten Homogenat noch ein erheblicher Anteil der Ausgangsmenge an 
GFP-TCRCys ohne N-terminalen 20aaLinker detektiert werden, der nicht ausschließlich aus 
toten Zellen stammen konnte (Abb. III.12.B, 4). Offensichtlich lag ein erheblicher Anteil von 
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GFP-TCRCys bereits im Homogenat als lösliches Protein vor oder es hatte während der 
Ultrazentrifugation eine Freisetzung des membranständigen Proteins in den Überstand 
stattgefunden. Mechanische Kräfte wie sie beim Homogenisieren der Zellen entstanden sind 
und/oder Scherkräfte während der Ultrazentrifugation reichten offensichtlich aus, um eine 
nicht unerhebliche Menge des Membranproteins aus der Membran freizusetzen. Im 
Unterschied zu GFPapo konnten in der Membranfraktion GFP-TCRCys-expimierender BY-2 
Zellen Proteinbanden nachgewiesen werden, die übereinstimmend mit dem eingesetzten 
Homogenat sowohl dem intaktem Membranprotein und, zu größeren Anteilen, GFP-TCRCys 
ohne 20aaLinker entsprachen (Abb. III.12.B, 6). Dies konnte als weiterer Hinweis der 
Funktionalität des TCRCys-Membranankers interpretiert werden. Der Vergleich der 
Bandenstärken im Homogenat und der Membranfraktion unter Berücksichtigung der 20-
fachen Aufkonzentrierung des Ausgangsmaterials sowie der Nachweis von GFP-TCRCys im 
Überstand nach Ultrazentrifugation und in der Waschfraktion (Abb. III.12.B, 4 und 5) 
deuteten jedoch auf eine relativ instabile Membranverankerung von GFP-TCRCys hin. 
Im Unterschied zu GFP-TCRCys konnten sowohl im Homogenat als auch im Überstand nach 
Ultrazentrifugation CTB-MPT64-TCRCys-GFP-exprimierender Zellen Proteinbanden 
schwacher Signalintensität nachgewiesen werden, die ausschließlich abgespaltenem GFP 
entsprachen (Abb. III.12.C, 3 und 4), obwohl ein eindeutiger Nachweis des 
membranständigen Proteins (67,6 kDa, Tab. III.3) im Zellextrakt möglich war (Abb. III.12.C, 
1). Erst nach 20-facher Aufkonzentrierung im Verlauf der Membranisolierung konnte intaktes 
CTB-MPT64-TCRCys-GFP in der Membranfraktion detektiert werden, während das Signal 
für das abgespaltene GFP, vermutlich inklusive 20aaLinker, annähernd gleich blieb (Abb. 
III.12.C, 6).  
Interessanterweise wurde nach Solubilisierung der Membranproteine eine signifikante 
Zunahme der Signalstärke der CTB-MPT64-TCRCys-GFP-entsprechenden Proteinbande 
beobachtet (Abb. III.12.C, 7). Offensichtlich wurde im Unterschied zum löslichen GFPapo 
(Abb. III.12.A, 6 und 7) durch Solubilisierung der Nachweis der cytosolisch lokalisierten 
GFP-Markierung des membranständigen CTB-MPT64-TCRCys-GFP erleichtert. Die 
signifikante Anreicherung des membranständigen Fusionsproteins, jedoch nicht des löslichen 
Abbauproduktes, war ein Hinweis auf die Membranintegration von CTB-MPT64-TCRCys-
GFP. Analog zu GFP-TCRCys könnte es jedoch während der Homogenisierung von 
Zellmaterial und/oder während der Zentrifugationsschritte zu einer Freisetzung von Mengen 
an intakten Membranproteinen gekommen sein, die unterhalb der Detektionsgrenze des 
Western Blots lagen. Es konnte ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass die 
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Membranverankerung von CTB-MPT64-TCRCys-GFP durch die C-terminale Fusion von 
GFP zusätzlich stabilisiert wurde. 
 
Abbildung III.12: Western Blot Analyse nach Isolierung von Membranen GFPapo, GFP-TCRCys und 
CTB-MPT64-TCRCys-GFP exprimierender BY-2 Zellen. 
Immunologischer Nachweis von GFPapo (A), GFP-TCRCys (B) und CTB-MPT64-TCRCys-GFP (C) in jeweils 
10 µl Probenvolumen nach Extraktion der Gesamtproteine (1), im Kulturüberstand (2), im Homogenat nach 
Sedimentation der Zelltrümmer (3), im Überstand nach Ultrazentrifugation (UZ) (4), in der Waschfraktion nach 
UZ (5) und im Membranpellet nach UZ (6) sowie in 5 µl Probenvolumen nach Solubilisierung der 
Membranproteine (7). Die Detektion mittels Mα-GFP und ZαMAP und die anschließende Visualisierung in einer 
AP-Substratreaktion erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine in einem SDS-PAA-Gel (II.3.4) 
und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (II.3.5). M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (NEB), -: 
Wildtyp BY-2 Extrakt, +: bakteriell exprimiertes GFP. Die Pfeile (a-c) markieren die Position der intakten 
Fusionsproteine. a: GFPapo; b: GFP-TCRCys; c: CTB-MPT64-TCRCys. 
III.1.3.2.7 Analyse der Membranverankerung mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie 
Mit Hilfe ihrer C-terminalen Fluoreszenzmarkierung durch GFP sollten die Modellantigene 
CTB-HVR1-TCRCys und CTB-MPT64-TCRCys in Hinsicht auf ihre Akkumulation in 
lebenden BY-2 Suspensionszellen und Pflanzenzellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert 
werden. Der direkte Vergleich der subzellulären Lokalisation von apoplasmatisch und 
membranständig exprimiertem GFP sollte weiteren Aufschluss über die Funktionalität des 
TCRCys-Membranankers liefern. Die Lokalisierung der grünen Fluoreszenzemission des 
GFP wurde in ca. 1µm dicken konfokalen Z-Sektionen von Zellen transgener BY-2 
a b
c
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Suspensionskulturen, transient transformierter Blattstückchen, bzw. Protoplasten transgener 
BY-2 Zellen und Tabakblätter mit Hilfe von konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie 
detektiert und fotografisch dokumentiert (II.6.4). 
Die subzelluläre Lokalisierung von GFP in Blattepidermiszellen (Abb. III.13.A-D, linke 
Reihe), erfolgte nach transienter Transformation von jeweils zwei Tabakblättern des Kultivars 
Petit Havana SR1 mit pGFPapo, pGFP-TCRCys, pCTB-HVR1-TCRCys-GFP und pCTB-
MPT64-TCRCys-GFP und 3-tägiger Inkubation in der Phytokammer (II.5.2.2). Die 
Quantifizierung der CTB-Fusionen mittels GM1-ELISA (II.3.6) im Vorfeld der 
Fluoreszenzanalyse, ergaben im Vergleich zur stabilen Transformation (III. 1.3.2.4) mit 
maximal 2,5 µg CTB-MPT64-TCRCys-GFP bzw. 0,9 µg CTB-HVR1-TCRCys-GFP pro 
Gramm Blattmaterial relativ geringe Akkumulationsmengen (Daten nicht gezeigt). Jeweils 
das höchstexprimierenste Blatt wurde fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Im Fall von 
GFPapo und GFP-TCRCys wurde auf eine quantitative Analyse verzichtet. Als 
Negativkontrolle bzw. zum Ausschluss von Autofluoreszenz, die unter Stressbedingungen, 
die während der Infiltration und Inkubation der Blätter herrschen, verstärkt auftritt dienten 
infiltrierte Tabakblätter, die ein Kontrollkonstrukt exprimierten (Ergebnisse nicht gezeigt). 
Apoplasmatisch exprimiertes GFP akkumulierte im transienten Ansatz vorwiegend im 
Randbereich transient transformierter Blattepidermiszellen bzw. im Fall lebender BY-2 Zellen 
und fixierter BY-2 Protoplasten ebenfalls im Bereich der Nukleusmembran und in den die 
Vakuole durchziehenden Cytoplasmasträngen (Abb. III.13.A, links, Mitte und rechts). 
Aufnahmen im Bereich von Zellwand und Interzellularraum zwischen zwei angrenzenden 
Zellen ergaben, dass das Fluoreszenzsignal vorwiegend aus einer Sekretion signifikanter 
Mengen GFPapo in den Apoplast resultierte (Pfeil in Abb. III.13.A, links und III.14.A). Ein 
erheblicher Anteil des Signal ging jedoch auch vom Cytoplasmasaum aus, der sich in Form 
von schmalen fluoreszierenden Streifen im Grenzbereich von benachbarten 
Blattepidermiszellen darstellte (Pfeilspitze in Abb. III.14.A). Die Analyse weiterer Zellebenen 
zeigte, dass die beobachtete Fluoreszenz in diesem Bereich in netzartigen (Pfeilspitze in Abb. 
III.15.A) sowie nicht identifizierten feinpartikulären Strukturen (Ergebnisse nicht gezeigt) 
akkumulierte, die in in vivo Studien teilweise eine Mobilität in Richtung der Zellmembran 
aufwiesen. Das unerwartet starke Signal im Bereich des Cytoplasmasaums ging demnach 
nicht vom Cytosol aus. Offensichtlich befanden sich signifikante Anteile des GFPapo zum 
Zeitpunkt der Analyse noch in Kompartimenten des sekretorischen Apparates, d.h im ER-
Netzwerk und vermutlich in Golgi-Stapeln. Diese Beobachtung korrelierte mit der relativ 
langsamen Sekretion von GFPapo in den Kulturüberstand (III.1.3.2.5). Interessanterweise 
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konnte ausschliesslich in Blattepidermiszellen ein diffuses Fluoreszenzsignal im Bereich des 
Nukleoplasmas beobachtet werden (Pfeilspitze in Abb. III.13.A), ein Phänomen, dass zuvor 
ausschließlich für cytoplasmatisch exprimiertes GFP beschrieben wurde. Es wurde darauf 
zurückgeführt, dass GFP mit einem Molekulargewicht unterhalb der 
Kernporenausschlußgrösse von 60 kDa ungehindert durch die Kernporen diffundieren kann 
[283]. Da das GFPapo-Vorläuferprotein mit einem funktionalen Signalpeptid ausgestattet ist, 
das in Übereinstimmung mit den Prognosen des TargetP 1.1 Server`s, 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) nachweislich ein Targeting von GFPapo in den 
sekretorischen Weg bewirkt, wurde eine cytosolische Akkumulation ausgeschlossen. Der 
Vergleich mit GFPapo-exprimierenden BY-2 Zellen sowie Protoplasten transgener 
Tabakpflanzen/BY-2 Zellen (Abb. III.13.A, Mitte und rechts) spricht vielmehr für eine 
stressinduzierte Autofluoreszenz des Kerns infiltrierter Zellen. Die Analyse lebender BY-2 
Zellen zeigte in Analogie zu früheren Studien eine signifikante inkubationszeitabhängige 
Zunahme der Akkumulation von GFP in der Vakuole [284]. Bereits nach 3-tägiger Inkubation 
GFPapo-exprimierender BY-2 Zellen konnten vereinzelt Zellen identifiziert werden, die eine 
diffuse Akkumulation von GFP in der Vakuole aufwiesen (Abb. III.13.A, rechts). 
Die Fluoreszenzverteilung in GFPapo- sowie GFP-TCRCys-exprimierenden BY-2 bzw. 
Tabakzellen erschien auf den ersten Blick sehr ähnlich (Abb. III.13.B, links, Mitte und 
rechts). Im Unterschied zu GFPapo zeigten GFP-TCRCys-exprimierende 
Blattepidermiszellen allerdings in allen analysierten mittleren Zellebenen einen Ausschluß der 
Fluoreszenz im Nukleoplasma (Pfeilspitze in Abb. III.13.B, links). Ein weiterer Unterschied 
wurde im Bereich der Interzellularräume angrenzender Zellen sichtbar. Im Gegensatz zu 
GFPapo-exprimierenden Zellen wurde keine Fluoreszenz im Apoplast beobachtet, obwohl 
GFP-TCRCys aufgrund seines kalkulierten Molekulargewichtes (Tab. III.3) die Zellwand mit 
einer Ausschlussgröße von 75 kDa passieren kann (Pfeil in Abb. III.13.B, rechts und 
III.14.B). Das GFP-Signal GFP-TCRCys-exprimierender BY-2 Zellen beschränkte sich 
ausschließlich auf den Cytoplasamasaum (Pfeilspitze in Abb. III.14.B). Offensichtlich wurde 
die Sekretion von GFP durch die C-terminale Fusion des TCRCys-Membranankers 
verhindert. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse weiterer Zellebenen ergab, dass das 
Signal jedoch nicht ausschließlich, wie zunächst vermutet, aus der Akkumulation von GFP-
TCRCys in der Zellmembran resultierte. Die Anordnung der Fluoreszenz in netzartigen und 
feinpartikulären Strukturen in diesem Bereich der Zelle (Abb. III.15.B) ließ einen Rückschluß 
auf eine Akkumulation signifikanter Anteile des membranverankerten GFP im ER-Netzwerk 
und nach dem Ausschluß unerwünschter N-terminaler Mitochondrien-Targetingpeptide und 
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Chloroplasten-Transpeptide (TargetP 1.1 Server, http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP), 
vermutlich in Golgi-Stapeln oder Transportvesikeln zu. Die Abwesenheit von GFP-TCRCys 
im Kulturüberstand von BY-2 Zellen (Abb. III.11.A-C) sowie im Apoplast der analysierten 
Blattepidermiszellen führte zu der Annahme, dass die Fusion an TCRCys sehr wahrscheinlich 
eine Integration von GFP sowohl in die Plasmamembran als auch in die Membranen des ER 
und Golgi-Apparates zur Folge hatte. Ob es sich bei der Akkumulation in Kompartimenten 
des sekretorischen Apparates um eine vorübergehende, oder finale Lokalisation handelte 
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig geklärt werden. 
Die relativ geringe Akkumulation von CTB-HVR1-TCRCys-GFP und CTB-MPT64-
TCRCys-GFP in infiltrierten Tabakblättern resultierte in die beobachteten sehr schwachen 
Fluoreszenzsignale. Analog zu GFP-TCRCys lokalisierten die Proteinkonstrukte im Bereich 
des Zellkerns und im Randbereich der Zellen (Pfeilspitze in Abb.III.13.C und III.13.D, links, 
Mitte und rechts). Die Abwesenheit einer Fluoreszenzemission im Apoplast CTB-MPT64-
TCRCys-GFP exprimierender Blattepidermiszellen (Pfeil in Abb.III.14.C) bestätigte, dass 
analog zur Analyse der Kulturüberstände transgener BY-2 Zellen (III.1.3.2.5), eine Sekretion 
der Fusionsproteine verhindert wurde. Die Analyse weiterer Zellebenen zeigte, dass analog zu 
den Beobachtungen der GFP-TCRCys-Lokalisation ein signifikanter Anteil der GFP-
Fluoreszenz an den Zellrändern von Kompartimenten des sekretorischen Apparates (Pfeil in 
Abb. III.15.C) bzw. dem ER-Netzwerk (Pfeilspitze in Abb. III.15.C) ausging. Das geringe 
Fluoreszenzsignal, das von CTB-HVR1-TCRCys-GFP exprimierenden Blattepidermiszellen 
ausging, verhinderte weitere Aussagen über die Lokalisation von CTB-HVR1-TCRCys-GFP. 
Die generierten fluoreszenzmikroskopischen Daten zur Funktionalität der TCRCys-
Membranankervariante erlaubten keine endgültige Aussage über die Lokalisierung der 
membranständigen GFP-Konstrukte in der Zellmembran. Signifikante Anteile des 
Fluoreszenzsignals im Randbereich der Zellen akkumulierten im Bereich subzellularer 
Strukturen, nachweislich im ER-Netzwerk und vermutlich in Golgi-Zisternen bzw. 
Transportvesikeln. In Kombination mit den generierten Daten der Sekretions- und 
Membranisolierungsexperimente (III.1.3.2.5 und III.1.3.2.6) konnte jedoch die Funktionalität, 
d.h. die generelle Eignung der TCRCys-Membranankervariante zur Verankerung 
rekombinanter Proteine in pflanzlichen Membranen mit sehr großer Wahrscheinlichkeit 
bestätigt werden. Obwohl die Membranverankerung in vivo ausreicht, um die Sekretion 
fusionierter Proteine zu verhindern, scheint sie jedoch relativ instabil zu sein, da mechanische 
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Abbildung III.13: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzellulären Lokalisation von GFPapo, GFP-
TCRCys, CTB-HVR1-TCRCys-GFP und CTB-MPT64-TCRCys-GFP. 
Die Akkumulation des Fluoreszenzsignals von GFPapo (A), GFP-TCRCys (B), CTB-MPT64-TCRCys-GFP (C) 
und CTB-HVR1-TCRCys-GFP (D) in Epidermiszellen transient transformierter Tabakblätter (linke Reihe), 
Protoplastenpräparationen aus BY-2 Zellen (II.6.1.1) bzw. Tabakblättern (II.6.1.2) (mittlere Reihe) und BY-2 
Zellen (rechte Reihe) ist gezeigt. Die Visualisierung des Fluoreszenzsignals in ca. 1µm dicken konfokalen 
Z-Sektionen erfolgte mit Hilfe von konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie nach Anregung mit Laserlicht der 
Wellenlänge 488 nm und Aufnahme der Lichtemission bei 500-530 nm (II.6.4). Die Pfeile markieren die GFP-
Akkumulation im Bereich des Interzellularraumes, die Pfeilspitzen die im Bereich des Nukleus. 
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Abbildung III.14: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der GFP-Akkumulation im Bereich der 
Interzellularräume benachbarter Blattepidermiszellen. 
Die Akkumulation des Fluoreszenzsignals von GFPapo (A), GFP-TCRCys (B) und CTB-MPT64-TCRCys-GFP 
(C) in ca. 1µm dicken konfokalen Z-Sektionen von Epidermiszellen transient transformierter Tabakblätter nach 
Anregung mit Laserlicht der Wellenlänge 488 nm und Aufnahme der Lichtemission bei 500-530 nm ist gezeigt 
(II.6.4). Die Pfeile markieren den Apoplast, die Pfeilspitzen den Bereich des Cytoplasmasaums. 
Skalierungsbalken: 10 µm. 
 
 
Abbildung III.15: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzellulären GFP-Akkumulation im 
Cytoplasmasaum. 
Die Akkumulation des Fluoreszenzsignals von GFPapo (A), GFP-TCRCys (B), CTB-HVR1-TCRCys-GFP (C) 
und CTB-MPT64-TCRCys-GFP (C) in ca. 1µm dicken konfokalen Z-Sektionen von Mesophyll- (A) bzw. 
Epidermiszellen (B und C) transient transformierter Tabakblätter nach Anregung mit Laserlicht der Wellenlänge 
488 nm und Aufnahme der Lichtemission 500-530 nm ist gezeigt (II.6.4). Die Pfeile markieren die GFP-
Akkumulation im Bereich des Endoplasmatischen Retikulums, die Pfeilspitzen die im Bereich nicht 
identifizierter partikulärer Strukturen. Skalierungsbalken: 10 µm. 
Einflüsse, wie sie z.B. bei Präparation von Membranen entstehen, ausreichen, um mehr oder 
weniger signifikante Anteile der Fusionsproteine aus der Membran freizusetzen (III.1.3.2.6).  
III.2 Evaluierung von Tabak als Produktionssystem für essbare Impfstoffe  
In Bezug auf die hohe Biomasseproduktion und der einfachen genetischen Manipulation bzw. 
dem Vorhandensein zahlreicher etablierter Transformationsprotokolle hat die Verwendung 
von Tabak als Produktionssystem für rekombinante Proteine Vorteile im Vergleich zu 
anderen Pflanzensystemen (I.2.3). Besonders durch den verhältnismäßig hohen Anteil an 
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Nikotin (III.2.1) ist Tabak jedoch nur begrenzt für die Produktion von oral verfügbaren 
Impfstoffen geeignet. 
Obwohl die orale Verabreichung von Tabakextrakt in früheren Studien auf eine generelle 
Verträglichkeit von Tabak im Rahmen einer oraler Immunisierungen schließen läßt 
(IV.4.2.7), sollte in der vorliegenden Arbeit erstmals der Nikotingehalt von Gewächshaus-
Tabak bestimmt werden, der in den nachfolgenden Fütterungs- (III.2.2) bzw. 
Immunisierungsstudien (III.3.2) in Mäusen zum Einsatz kommen sollte. 
III.2.1 Nikotinbestimmung 
Da die akute Toxizität (LD50) von Nikotin maßgeblich von seiner chemischen Form und der 
Verabreichungsroute abhängt, findet man diesbezüglich in der Literatur sehr unterschiedliche 
Angaben. Während für die intravenöse Injektion von Nikotin publizierte LD50 Werte von 
300 µg/kg Körpergewicht vorliegen [285] ist die akute Toxizität bei einer oralen 
Verabreichung von Nikotinsalz, der Form in der Nikotin sehr wahrscheinlich im eher sauren 
Milieu (pH 5,5) von Tabakblättern vorliegt, mit einer LD50 von 230mg/kg Körpergewicht 
wesentlich niedriger [285]. Das liegt vermutlich daran, dass die Aufnahme von Nikotin in die 
Zellen über den oralen Weg wesentlich langsamer und unvollständig geschieht und Nikotin zu 
einem gewissen Prozentsatz ausgeschieden wird. Aufgrund einer erleichterten Resorption im 
Bereich des Naso-Pharynx ist die orale Toxizität der Nikotinbase im Vergleich zum 
Nikotinsalz mit einer LD50 von 3,3 mg/kg signifikant höher [286]. 
Der Nikotingehalt von Tabakblättern kann je nach Kultivar, Alter und 
Kultivierungsbedingungen stark variieren. Für die bekanntesten Freiland Tabakvarietäten 
werden in der Literatur Werte zwischen 0,1-4% (1 bis 30 mg/g Trockengewicht) bezogen auf 
die Trockenmasse angegeben [287-289]. Da Nikotin vorwiegend in der Wurzel gebildet und 
anschließend in die Blätter transportiert wird [290], ist seine Synthese stark von der 
Wurzelmasse abhängig. Daher ist bei einer Gewächshausproduktion von Tabak in 
vergleichweise kleinen Töpfen im Unterschied zur Freilandkultivierung eine deutlich 
geringere Nikotinakkumulation zu erwarten. 
Aufgrund der genannten Vorteile als Expressionssystem (I.2.3), der erwartungsgemäß 
niedrigeren, mit den geplanten Versuchsvorhaben konform gehenden Nikotinkonzentrationen 
der eingesetzten Tabakkultivare sowie des zeit- und kosteneffektiven Aufwands, den die 
Etablierung der Protokolle zur Transformation alternativer essbarer Pflanzensysteme 
impliziert, wurde Tabak im Rahmen dieser Arbeit schmackhafteren, bekömmlicheren 
Kulturpflanzen vorgezogen. Als Alternative zur Expression der Genkonstrukte im Kultivar 
Petit Havana SR1 wurde die Variante Nft51, die nach Trocknung durch Aktivierung Nikotin-
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abbauender Enzyme weitestgehend nikotinfrei sein sollte [248], zur Produktion der 
Antigenkonstrukte herangezogen. Es sei in diesem Zusammenhang jedoch noch einmal darauf 
hingewiesen, dass Tabak als reine Modellpflanze für ein „proof-of-concept“ der geplanten 
Strategien zur Optimierung essbarer pflanzenproduzierter Subunit-Impfstoffe diente. 
III.2.1.1 HPLC-MS-MS Analyse des Nikotingehaltes 
Die quantitative Extraktion von Nikotin aus Tabakblättern erfolgte mit Hilfe von Methanol als 
organischem Lösungsmittel (II.8.1). Aufgrund der altersbedingten Schwankung der 
Nikotinkonzentration wurden die Extraktionen von Blätter gleichen Blattalters von drei 
individuellen Pflanzen der Tabakkultivare N. tabacum cv. Petit Havana SR1, cv. Nft51, cv. 
Maryland Mammoth und N. benthamiana sowie zwei Proben einer BY-2 
Suspensionszellkultur zur quantitativen Analyse des Nikotingehaltes in einem HPLC-MS-MS 
(High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-) System eingesetzt (II.8.2). 
Dabei wurde jeweils die Nikotinkonzentration von zwei identischen Blatthälften, von denen 
eine frisch extrahiert und die andere vor der Extraktion lyophilisiert wurde, ermittelt. Im Fall 
des Kultivars Petit Havana SR1 wurde zusätzlich analysiert, ob die Entfernung eines gewissen 
Anteils des Nikotins durch Entsaften der Blätter möglich ist. Diese Vorbehandlung sollte das 
Verhältnis von rekombinantem Protein zum Nikotingehalt der in den Immunisierungen 
eingesetzten Blätter erhöhen und damit die Nikotinbelastung der Versuchstiere minimieren. 
Dazu wurde jeweils eine Blatthälfte der zwei getesteten Blätter normal prozessiert, während 
die zweiten Blatthälften vor der Extraktion entsaftet wurden (II.8.1). 
Die gemessenen Nikotinkonzentrationen im Blattmaterial der untersuchten Pflanzen der 
verschiedenen Nicotiana Spezies lagen je nach Trocknungszustand zwischen ~450 und 
~900 µg Nikotin pro Gramm Trockengewicht und damit am unteren Ende der für N. tabacum 
publizierten Werte (Abb. III.16). Für N. benthamiana wurden erwartungsgemäß die 
niedrigsten Nikotinkonzentrationen ermittelt. Da Nikotin überwiegend gewebespezifisch in 
den Wurzeln synthetisiert wird, konnten in BY-2 Zellextrakten nur sehr geringe Mengen 
Nikotin nachgewiesen werden. Durch Entsaftung kam es zu keiner deutlichen 
Nikotinreduktion; vermutlich liegt Nikotin nicht löslich, sondern an Zellstrukturen gebunden 
vor. Durch Lyophilisieren konnte der Nikotingehalt des Kultivars Maryland Mammoth mit 
weniger als 25 % im Vergleich zum frischen Blattmaterial am deutlichsten reduziert werden. 
Der ermittelte Nikotingehalt des Frischmaterials des Kultivars Nft51, das laut 
Herstellerangaben im getrockneten Zustand nahezu nikotinfrei sein sollte (II.1.5), war im 
Vergleich zu Petit Havana SR1 und Maryland Mammoth im Durchschnitt 23 bzw. 25% höher 
und konnte selbst nach Trocknung im Durchschnitt nur um weniger als 20 % reduziert 
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werden. Vermutlich wurden die Enzyme, die das Nikotin im Trocknungs- und 
Fermentationsprozess abbauen, unter den Bedingungen der Gefriertrocknung nicht aktiviert. 
Das Kultivar Petit Havana SR1 wies mit weniger als 10% den geringsten Trocknungsverlustes 
auf. Dennoch wurden im getrockneten Petit Havana SR1 Blattmaterial im Vergleich zu Nft51 
mit ~700 µg/g Trockengewicht (~ 10% des Frischgewichtes) im Durchschnitt 2,4% geringere 
Nikotinkonzentrationen gemessen. Um die Nikotinbelastung der Versuchstiere möglichst 
gering zu halten, erfolgten die unter III.3 aufgeführten oralen Immunisierungen daher 
ausschließlich mit transgenen Blattmaterial der Tabaksorte Petit Havana SR1, die die höchste 
Akkumulation des in dieser Arbeit evaluierten membranständigen Modellantigens CTB-
HVR1-TCRCys und damit das beste Verhältnis zwischen Nikotingehalt und 
Antigenakkumulation aufwies (III.1.2.2; Tab. III.2). Gemäß früherer Studien ist die 
Verfütterung von 1 g getrocknetem Blattmaterial der bestproduzierenden Pflanzenlinie 
ausreichend (IV.4.2.4) und sollte zu einer Nikotinbelastung von ca. 0,07 mg pro 
Immunisierungsschritt führen und in Bezug auf die Antigendosis grundsätzlich im Einklang 
mit einer oralen Verfütterung von unprozessiertem transgenem Pflanzenmaterial stehen. Für 
die orale Verabreichung von Nikotinsalz entspricht das bei einem ermittelten mittleren 
Körpergewicht der eingesetzten Mäuse von 27 g nur ca. 1,2% des realistischen LD50 Wertes 
von 230 mg/kg (~6 mg/Maus). 
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Abbildung III.16: Quantitative HPLC-MS-MS Analyse der Nikotinakkumulation in Tabakblattmaterial 
und Tabaksuspensionszellen (II.8.2). 
Die einzelnen Säulen repräsentieren den Mittelwert der Nikotinkonzentration in µg/g (± SEM) Trockengewicht 
in den Blättern von drei individuellen Pflanzen der Kultivare N. tabacum cv. Petit Havana SR1 (SR1), N. 
tabacum cv. Nft51 (Nft51), N. tabacum cv. Maryland Mammoth (MM) und Nicotiana benthamiana (NB) bzw. 
zwei Proben einer BY-2 Zellsuspension (BY-2). Jeweils der Nikotingehalt einer frischen (ohne Füllung) und der 
korrespondierenden lyophilisierten Blatthälfte (schraffierte Füllung) wurde ermittelt. Im Fall von N. tabacum cv. 
Petit Havana SR1 wurde zusätzlich der mittlere Nikotingehalt von zwei frischen (hellgraue Füllung) und zwei 
entsafteten Blatthälften (dunkelgraue Füllung) von zwei Tabakblättern bestimmt. 
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III.2.2 Studien zur oralen Aufnahme und Verträglichkeit von prozessiertem und 
unprozessiertem Tabakmaterial 
Tabak ist aufgrund des hohen Gehaltes an Alkaloiden, Tanninen u.a. Bitterstoffen 
ungenießbar. Des Weiteren sind Mäuse die Aufnahme von trockener Nahrung gewohnt. Um 
einen komplikationsfreien und vollständigen Verzehr des Tabak-produzierten Impfstoffes in 
den nachfolgenden oralen Immunisierungen zu garantieren, wurden in einem Vorversuch 
Fütterungsstudien zur Analyse der oralen Aufnahme und Verträglichkeit von unprozessiertem 
und gering prozessiertem Tabakblattmaterial durchgeführt. Dazu wurden jeweils einer von 
insgesamt drei Mäusen nach einer Hungerperiode von ca. 14 Stunden entweder 2 g 
(Frischgewicht) frisches, im Lyophilisator getrocknetes, oder zu Futterpellets (II.7.1) 
verarbeitetes Wildtyp-Blattmaterial der Tabakkultivare Petit Havana SR1 und Nft51 
verabreicht und die Nahrungsaufnahme der Versuchstiere über einen Zeitraum von 12 
Stunden dokumentiert. Während im Fall von frischen und getrockneten Tabakblättern 
unabhängig vom Kultivar nur ein geringfügiger Verzehr beobachtet werden konnte und 
Frischmaterial in zwei unabhängigen Versuchsansätzen vollständig verschmäht wurde 
(Verzehr von 0-30% des Ausgangsmaterials), erfolgte innerhalb von 12 Stunden eine 
vollständige Aufnahme der verabreichten Tabakfutterpellets. Die Versuchstiere zeigten mit 
Ausnahme einer gesteigerten Nervosität während der Fütterung, die auch auf den 
Nahrungsentzug sowie die Separation der Mäuse vor Versuchsbeginn und die Haltung ohne 
Einstreu über den Versuchszeitraum zurückzuführen sein konnte, keine auffälligen Symptome 
einer Intoxifikation. 
Aufgrund der zeitlichen Limitierung erwies sich eine Verfütterung von 1 g Tabakmaterial 
(Frischgewicht) in Form von Futterpellets im Rahmen der geplanten oralen Immunisierungen 
als praktikabel und entsprach in Korrelation mit den ermittelten Akkumulationsmengen einer 
angemessenen Dosierung von CTB-HVR1-TCRCys (Tab. III.1; IV.4.2.4). 
III.2.3 Studien zur Antigenstabilität in Tabakfutterpellets 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten oralen Immunisierungen basierten auf 
mehrfachen oralen Booster-Immunisierungen und sollten über einen Zeitraum von sieben 
Wochen durchgeführt werden (Abb. III.19). Um eine relativ konstante Dosierung zu 
garantieren, wurde im Vorfeld der Vakzinierungen der Aktivitätsverlust von CTB-HVR1-
TCRCys bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen über den geplanten 
Immunisierungszeitraum dokumentiert. 
Die Tabakfutterpellets wurden wie unter III.3.1 für Präparationsvariante 1 beschrieben 
hergestellt (II.7.1) und bei -20°C sowie bei Raumtemperatur (RT) über einen Zeitraum von 
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einem bzw. acht, 13, 21 und 57 Tagen gelagert. Nach der Extraktion von Gesamtprotein aus 
jeweils zwei Tabakfutterpellets (II.3.1) wurden die Antigenmengen mittels GM1-ELISA 
(II.3.6) quantifiziert (Abb. III.17). Die Ergebnisse zeigten, dass eine Lagerung der Pellets bei 
RT bereits nach 21 Tagen zu einem signifikanten Verlust (~36 %) von funktionalem CTB-
HVR1-TCRCys führte (Abb. III.17.B). Im Vergleich dazu konnte nach einer Lagerung bei -
20°C über einen Zeitraum von 21 Tagen noch ca. 87,5% (SEM ± 0,81%) der 
Startkonzentration nachgewiesen werden (Abb. III.17.A). Da die Antigenmenge über einen 
Zeitraum von drei Wochen im akzeptablen Maß abnahm, nach 57 Tagen jedoch nur noch 
66,1 % (SEM ± 0,065%) der Anfangskonzentration nachzuweisen war, erforderte die 
kontrollierte Verabreichung von mehr oder weniger definierten Antigenmengen die 
Prozessierung von frischem Pflanzenmaterial direkt vor der 1. und ebenfalls direkt vor der 4. 
Immunisierung (III.3.1). 
 
Abbildung III.17: GM1 ELISA zur Analyse des quantitativen Verlustes von funktionalem CTB-HVR1-
TCRCys in Tabakfutterpellets nach Lagerung bei -20°C und RT. 
Die Konzentration von CTB-HVR1-TCRCys in µg pro Futterpellet (0,5 g Blattmaterial des Kultivars Petit 
Havana SR1) wurde nach Isolierung von Gesamtprotein aus den Pellets in 5 Volumen Extraktionspuffer (II.3.1) 
nach 1-, 8-, 13-, 21- und 57-tägiger Lagerung bei -20°C (A) und RT (B) mittels GM1-ELISA (II.3.6) bestimmt. 
Die Quantifizierung erfolgte nach Detektion des funktionalen CTB-Fusionspartners mittels Mα-CTB und 
ZαMHRPO und photometrischer Absorptionsmessung des Substratumschlags anhand bekannter 
Standardkonzentrationen (bakteriell exprimiertes CTB, 100 ng/ml). Als Negativkontrolle wurde Wildtyp-
Tabakextrakt eingesetzt. Die einzelnen Säulen repräsentieren den Mittelwert ± SEM von jeweils zwei 
analysierten Futterpellets. 
III.3 Orale Immunisierungen 
Der große, stetig wachsende Bedarf an neuen Impfstoffen, die effektiv, sicher, kosteneffizient 
und leicht handhabbar sind, erfordert die Entwicklung alternativer Herstellungsverfahren und 
Vakzinierungsstrategien. Die Möglichkeit der Produktion von Subunit-Impfstoffen in 
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transgenen Pflanzen ist einer der Meilensteine auf dem Weg zur Entwicklung alternativer 
Vakzine, die durch die direkte Verabreichung ganzer essbarer Pflanzenteile kosteneffizient 
und praktikabel sind. Aufgrund einer erhöhten Instabilität löslicher Protein- und 
Peptidimpfstoffe im GIT sowie ihrer unzureichenden Aufnahme über das Darmepithel ist 
jedoch die Wahrscheinlichkeit nach ihrer oralen Verabreichung protektive Immunantworten 
zu induzieren generell sehr gering (I.3.1). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die 
endozytotische Aufnahme des Modellantigens CTB-HVR1 durch M-Zellen des Darmepithels 
(IV.1) durch die Fusion an die Membranankervariante TCRCys und Integration in die 
Pflanzenzellmembran im Vergleich zu löslichen Antigenen optimiert werden. Das Potential 
der Verwendung der beta-Kette des humanen T-Zell-Rezeptors (TCRβ) als heterologen 
Transmembrananker zur Optimierung der Produktivität des pflanzlichen Expressionssystems 
wurde bereits in den Abschnitten III.1.2.1 und III.1.2.2 analysiert. Im Rahmen der 
nachfolgenden Immunisierungsstudien sollte evaluiert werden, ob eine Membranverankerung 
von Vakzinantigenen ebenfalls auf immunologischer Ebene ein viel versprechender Ansatz 
zur Optimierung essbarer pflanzenproduzierter Impfstoffe ist. Aufgrund der geringen 
Akkumulation der apoplasmatisch exprimierten Antigene, war eine vergleichende Studie 
löslicher und potentiell partikulärer Antigene im Kleintierversuch jedoch nicht möglich. Eine 
vergleichbare Dosierung mit entsprechend hohen Mengen an transgenen Tabakmaterial war 
sowohl unter toxikologischen Gesichtspunkten (III.2.1.1) als auch aufgrund der begrenzten 
Nahrungsaufnahme der Versuchstiere über eine adäquate Verabreichungsdauer (III.2.2) nicht 
realisierbar. 
In den nachfolgenden Immunisierungen und der anschließenden Analyse der 
Immunantworten wurde das immunogene Potential der bestexprimierten Antigenvariante, 
dem membranverankerten Modellantigen CTB-HVR1-TCRCys, im Rahmen einer oralen 
Verabreichung von prozessierten Pflanzenmaterial des Kultivars N. tabacum cv. Petit Havana 
SR1 in Form von Futterpellets mit und ohne die intranasal applizierten mukosalen 
Adjuvantien BPPCysPEG (modifiziertes MALP-2) und PQS-PEG (modifiziertes PQS) 
(I.3.1.2, I.3.1.3) auf mukosaler und systemischer Ebene charakterisiert. 
III.3.1 Herstellung von Futterpellets und Quantifizierung der Antigenmenge 
Die Ergebnisse der Fütterungsstudien hatten gezeigt, dass für eine effiziente orale 
Verabreichung von Tabak an Mäuse eine Prozessierung des Blattmaterials in Form von 
Tabakfutterpellets essentiell ist (III.2.2). Da Vorversuche zum quantitativen Nachweis von 
funktionalem CTB-HVR1-TCRCys in Tabakfutterpellets (III.2.3) zeigten, dass eine 
ausreichende Antigenstabilität nicht über den gesamten Immunisierungszeitraum (Abb.III.19) 
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garantiert werden konnte, wurden zwei Chargen von Tabakfutterpellets mit frisch geerntetem 
Blattmaterial jeweils direkt vor der 1. (Charge 1) bzw. der 4. Immunisierung (Charge 2) 
hergestellt. Da Vorversuche zur Stabilität der Membranverankerung auf eine mehr oder 
weniger instabile Verankerung der Antigene in der Pflanzenzellmembran hinwiesen (III.1.3), 
sollte für die nachfolgenden oralen Immunisierungen unterschiedlich stark prozessiertes 
Blattmaterial eingesetzt werden. Futterpellets der Präparationsvariante 1 enthielten je 0,5 g 
(Frischgewicht) zu Blattpulver gemörsertes Pflanzenmaterial (II.7.1). Da eine 
Membranintegrität des Antigens in immunrelevanten Abschnitten des Dünndarms vermutlich 
maßgeblich von einer intakten Zellwand im Bereich des Duodenums abhängt, erfolgte im Fall 
der Futterpellets der Präparationsvariante 2 eine geringere Prozessierung des 
Pflanzenmaterials zu kleinen Blattstückchen (II.7.1). Die Prozessierung von Blattmaterial von 
Wildtyp-Tabak erfolgte analog zur Präparationsvariante 1. Eine proteinschonende Trocknung 
der Futterpellets im Lyophilisator erwies sich aufgrund mangelnder Kapazitäten als nicht 
praktikabel und sehr zeitintensiv; entgegen der Vorgehensweise der Trocknung der Blätter für 
die Nikotinbestimmung (III.2.1.1) erfolgte die Trocknung der Futterpellets im 
Vakuumexsikkator. Generell sollte der Trocknungsprozess jedoch keinen signifikanten 
Einfluss auf die Nikotinkonzentration in getrockneten Blättern des Kultivars Petit Havana 
SR1 ausüben. 
Im Vorfeld der Immunisierungen erfolgte die Quantifizierunge der Antigenmenge im GM1-
ELISA (Abb. III.18). Von jeder Charge wurden jeweils vier Pellets der Präparationsvariante 1 
und aufgrund einer limitierten Anzahl ein Pellet der Präparationsvariante 2 analysiert. Laut 
GM1-ELISA Anaylsen entsprachen die Antigenmengen in Pellets der Charge 1 für 
Präparationsvariante 1 im arithmetischen Mittel 57,4 µg (SEM ± 1) bzw. 76 µg für 
Präparationsvariante 2, sowie in Pellets der Charge 2 41,2 µg (SEM ± 3,7) 
(Präparationsvariante 1) bzw. 45,4 µg (Präparationsvariante 2). Die geringen 
Standardabweichungen der analysierten Futterpellets verdeutlichten die homogene Verteilung 
des Antigens in den Futterpellets, die eine relativ konstante Dosierung des Impfstoffes 
garantierte. Ausschließlich in Charge 1 wich die ermittelte Antigenkonzentration für das 
analysierte Futterpellet der Präparationsvariante 2 um mehr als 20% vom arithmetischen 
Mittel der Präparationsvariante 1 ab. Aufgrund der limitierten Pelletanzahl musste jedoch auf 
eine wiederholte Quantifizierung des Ausreißers verzichtet werden. 
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Abbildung III.18: GM1-ELISA zur Bestimmung der Antigendosis in Futterpellets der 
Präparationsvarianten 1 und 2. 
Die Konzentration von CTB-HVR1-TCRCys in µg pro Futterpellet (0,5 g Blattmaterial des Kultivars 
N. tabacum cv. Petit Havana SR1) in den Präparationsvarianten 1 und 2 der ersten (A) und zweiten Charge (B) 
wurde nach Isolierung von Gesamtprotein (II.3.1 und II.7.1) mittels GM1-ELISA (II.3.6) bestimmt. Die 
Quantifizierung erfolgte nach Detektion des funktionalen CTB-Fusionspartners mittels Mα-CTB und ZαMHRPO 
(II.1.2) und photometrischer Absorptionsmessung des Substratumschlags anhand bekannter 
Standardkonzentrationen (bakterielles CTB). Die individuellen Säulen repräsentieren den Mittelwert ± SEM der 
CTB-HVR1-TCRCys-Konzentration in vier Futterpellets der Präparationsvariante 1 (hellgraue Füllung) bzw. die 
Konzentration von einem Futterpellet der Präparationsvariante 2 (dunkelgraue Füllung).  
III.3.2 Immunisierungsprotokoll 
Vier Immunisierungsgruppen (Gruppe I-IV), bestehend aus jeweils sechs Mäusen, wurden 
eingesetzt (Tab. III.4). Die oralen Immunisierungen erfolgten mit Futterpellets, die entweder 
gemörsertes (Präparationsvariante 1, Gruppe I), oder zu Blattstückchen verarbeitetes 
Blattmaterial (Präparationsvariante 2, Gruppe II) enthielten (II.7.1). Präparationsvariante 1 
wurde zusätzlich in Kombination mit den intranasal applizierten mukosalen Adjuvantien 
BppCysPEG (Gruppe III) oder PQS-PEG (Gruppe IV) verabreicht (Tab. III.4). Die 
Adjuvantizität des MALP-2 hängt maßgeblich von der R-Konfiguration des C2-Atoms des 
Glycerols des Lipidanteils ab (I.3.1.2). Da oral verabreichtes MALP-2 schwächer wirkt, weil 
es möglicherweise während der Passage durch den Magen-Darm-Trakt teilweise abgebaut 
wird und/oder das proteolytische Milieu einen Einfluss auf die stereoisomere Konfiguration 
ausüben könnte (I.3.1.2), wurde eine intranasale Verabreichung einer oralen Adjuvansgabe 
vorgezogen (II.7.3). Die orale Immunisierung erfolgte mit jeweils zwei Tabakfutterpellets pro 
Maus und Immunisierungsschritt, dementsprechend mit 1 g CTB-HVR1-TCRCys-transgenen 
Blattmaterial. Für die Immunisierungsschritte 1-3 wurden jeweils zwei Futterpellets der 
Charge 1, eingesetzt; das entsprach laut GM1-ELISA Analyse einer Antigendosis von 
durchschnittlich 114,8 µg pro Immunisierungsschritt (III.3.1). Die ermittelte Konzentration 
der Präparationsvariante 2 wurde nicht in die Berechnung einbezogen, da sie um mehr als 
Ergebnisse  98 
20% vom arithmetischen Mittel abwich. Die Booster-Immunisierungen 4-6 erfolgten mit 
jeweils zwei Futterpellets der Charge 2, d.h. Antigendosen von durchschnittlich 86,6 µg pro 
Immunisierungsschritt (III.3.1). Über den Fütterungszeitraum von max. acht Stunden waren 
aufgrund der relativ hohen Proteinstabilität bei RT über kürzere Zeiträume (III.2.3) keine 
bzw. vernachlässigbar geringe Konzentrationsverluste des Antigens zu erwarten. Aufgrund 
unzureichender Kapazitäten wurden nur zwei Kontrollmäusen (Maus 25, 26) oral Wildtyp-
Futterpellets verabreicht; eine Maus erhielt zusätzlich intranasal BppCysPEG (Maus 25) und 
die andere PQS-PEG (Maus 26) (Tab. III.4). Die exakten Zeitpunkte der oralen 
Immunisierungen können dem in Abbildung III.19 dargestellten Impfschema entnommen 
werden, das in Anlehnung an erfolgreiche Protokolle zur oralen Immunisierung mit 
Pflanzenmaterial erstellt wurde [44, 65, 108, 195, 291]. 
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Tabelle III.4: Immunisierungsgruppen. 
Pro Gruppe wurden sechs ca. acht Wochen alte weibliche Versuchstiere des Maus-Inzuchtstammes Balb/c 
eingesetzt. Die oralen Immunisierungen erfolgten durch freiwillige Aufnahme von Tabakfutterpellets nach einer 
Hungerperiode von ca. 14 Stunden (II.7.2). Etwa vier Stunden nach Immunisierungsbeginn wurden die 
mukosalen Adjuvantien durch vorsichtiges Pipettieren in das linke oder das rechte Nasenloch coappliziert 
(II.7.3). 
Immunisierungsgruppe Anzahl Mäuse Impfstoffkomposition 
I (Maus 1-6) 6 Präparationsvariante 1 (Blattpulver, transgen) 
II (Maus 7-12) 6 Präparationsvariante 2 (Blattstückchen, transgen) 
III (Maus 13-18) 6 
Präparationsvariante 1 (Blattpulver, transgen) + 
BPPCysPEG 
IV (Maus 19-24) 6 
Präparationsvariante 1 (Blattpulver, transgen) + 
PQS-PEG 
Kontrollen 
Maus 25 1 
Präparationsvariante 1 (Blattpulver, WT) + 
BPPCysPEG 
Maus 26 1 
Präparationsvariante 1 (Blattpulver, WT) +  
PQS-PEG 
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Abbildung III.19: Immunisierungsverlauf und Probenentnahme. 
Die oralen Immunisierungen erfolgten an den Tagen 1, 8, 15, 22, 29 und 43 über einen Zeitraum von insgesamt 
sieben Wochen (Pfeile ohne Füllung). Die orale Antigendosis pro Versuchstier betrug 114,8 µg 
(Immunisierungen 1-3) bzw. 86,6 µg (Immunisierungen 4-6). Versuchstieren der Immunisierungsgruppen III 
und IV wurde pro Immunisierungsschritt zusätzlich intranasal 0,5 µg BPPCysPEG bzw. 10 µg PQS-PEG 
verabreicht (Tab. III.4). Die Entnahme von Stuhl- und Blutproben erfolgte vor der ersten Immunisierung (0) 
sowie jeweils 6 Tage nach der 2. (14 Tage p.i.) und 4. (28 Tage p.i.) sowie 13 Tage nach der 5. (42 Tage p.i.) 
und 14 Tage nach der 6. Immunisierung (57 Tage p.i.) (Pfeile mit schwarzer Füllung). T: Tage, p.i.: post 
Immunisierung. 
III.3.3 Analyse der Immunantworten 
Mukosal verabreichte Antigene führen primär zur Produktion von sekretorischem 
Immunglobulin A (sIgA), dem wichtigsten Effektormechanismus des mukosalen 
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Immunsystems (IV.4.1), durch B-Zellen der Lamina Propria [292]. Da sekretorisches IgA 
eine hohe Affinität zum Mukus aufweist, wird es verstärkt mit dem Schleim ausgeschieden 
[293] und die Analyse mukosaler Immunantworten nach Isolierung von sIgA aus Stuhlproben 
ermöglicht (III.3.3.3). Neben sIgA kann grundsätzlich auch IgA ohne sekretorische 
Komponente, das über einen parazellulären passiven Transfer das Schleimhautepithel 
passiert, in Sekreten nachgewiesen werden [294]. Da orale Impfstoffe das Potential besitzen 
neben der Induktion lokaler mukosaler Immunität ebenfalls systemische Immunantworten in 
den peripheren Lymphorganen des gesamten Organismus zu induzieren wurden im Rahmen 
dieser Arbeit ebenfalls antigenspezifische Serum IgG-Antikörperantworten charakterisiert. 
Die Detektion der antigenspezifischen Antikörperantworten sowie die erforderliche 
Quantifizierung der Gesamt IgA-Konzentrationen (III.3.3.2) erfolgte nach der 
Probenvorbereitung (II.7.4) mit Hilfe von ELISA in einem automatisierten Verfahren 
(Beckmann Biomek Robots) (II.7.5). Durch diese Vorgehensweise sollte die Genauigkeit und 
Reproduzierbarkeit der ELISA-Ergebnisse, u.a. durch die Eliminierung des Einflusses von 
Pipettierfehlern, optimiert werden. Aufgrund mangelnder Kapazitäten wurde jede Probe in 
Einfachbestimmung analysiert. Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurden in 
unabhängigen Experimenten ausgewählte Proben sowie Ausreißer nachgetestet. Zur 
Bestätigung einer erfolgreichen Beschichtung der Platten mit den entsprechenden Antigenen 
(CTB, GST-R9R9 und CTB-HVR1-TCRCys, II.7.5.2 und II.7.5.3) sowie der 
Standardisierung der individuellen Proben aller Immunisierungsgruppen wurde auf allen 
Platten ein entsprechendes antigenspezifisches kommerzielles Antiserum als Positivkontrolle 
und Standard mitgeführt. Die antigenspezifischen Antikörperantworten wurden in relativen 
Einheiten angegeben, die, soweit nicht anders vermerkt, aus dem Quotienten des linearen 
Bereichs der Absorptionssteigungen der Probenverdünnungen und dem der Standardkurve 
ermittelt wurden (mProbe / mStandard). Die Standardisierung der relativen Reaktivitäten der 
individuellen Proben erlaubte einen quantitativen Vergleich der Antikörperantworten der 
individuellen Proben der Versuchstiere aller Immunisierungsgruppen zu den 
unterschiedlichen Zeitpunkten der Probenentnahme. Die mukosale IgA Aktivität wurde, 
soweit nicht anders vermerkt, in Relation zum ermittelten Gesamtgehalt an lokalem IgA 
angegeben (mProbe / mStandard / CGesamt IgA), um den Einfluss von Variationen der Gesamt-IgA 
Konzentrationen der individuellen Proben auf die relative Reaktivität zu eliminieren 
(III.3.3.2). 
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III.3.3.1 Isolierung von Gesamt IgA aus Stuhlproben 
Im Vorfeld der IgA-Konzentrationsbestimmungen wurde in Anlehnung an etablierte 
Protokolle der Einfluss verschiedener Puffer zu Isolierung von Gesamt-IgA (II.7.4) aus bei 
-20°C gelagerten Stuhlproben (PBS-T (0,05% (v/v) Tween), 2% RSA; PBS-T (0,02% (v/v) 
Tween; PBS-T (0,05% (v/v) Tween); PBS-T (0,05% (v/v) Tween, Complete Proteaseinhibitor 
(Roche, nach Herstellerangaben) auf die Extraktionseffizienz bzw. die Stabilität von IgA im 
ELISA und im Western Blot unter denaturierenden und nicht denaturierenden Bedingungen 
analysiert (Daten nicht gezeigt). 
Da sich die eingesetzten Puffer in Bezug auf die Extraktionseffizienz nicht unterschieden, die 
Stabilität von IgA durch Zugabe von Proteaseinhibitoren nicht weiter gesteigert werden 
konnte und die Detektionsantikörper eine hohe Kreuzreaktivität mit RSA aufwiesen, wurden 
die Isolierungen von Gesamt IgA im Rahmen dieser Arbeit mit PBS-T (0,05% (v/v)Tween) 
durchgeführt (II.7.4). 
III.3.3.2 Gesamt IgA-Konzentrationsbestimmungen 
Die Gesamt IgA-Konzentration in den Stuhlproben von Versuchstieren kann u.a. durch Streß, 
z.B. bedingt durch eine suboptimale Haltung, oder unbemerkten Infektionen stark variieren 
(IV.4.2.10). Die Konzentration nach Isolierung der Immunglobuline (II.7.4) kann durch 
Unterschiede in der Reinigungseffizienz, einer unterschiedlichen Konsistenz der gesammelten 
Kotballen sowie einem potentiellen proteolytischen Abbau von Antikörpern während der 
Probenentnahme und der Lagerung zusätzlichen Schwankungen unterworfen sein. Starke 
IgA-Konzentrationsschwankungen können einen nicht unwesentlichen Einfluss auf den 
Verlauf und die Interpretation von Antikörperantworten ausüben. Für die Ermittlung von 
spezifischen mukosalen Antikörperantworten ist daher eine Korrelation der ermittelten 
antigenspezifischen Antikörperantworten (III.3.3.3) mit der Gesamt IgA-Konzentration 
essentiell. 
III.3.3.2.1 Etablierung der ELISA Setups zur Quantifizierung von Gesamt IgA 
Die Quantifizierung des Gesamt IgA in Stuhlextrakten erfolgte nach Isolierung der 
Immunglobuline aus Stuhlproben von Maus 1 (Gruppe I, Tab. III.4) vor (0) sowie 14, 28, 42 
und 57 Tage nach der ersten Immunisierung mittels PBS-T (0,05 % (v/v) Tween) (II.7.4) im 
Sandwich-Verfahren. Drei ELISA-Varianten, die sich durch die verwendeten 
Immobilisierungs-Antikörper unterschieden, wurden bezüglich der Qualität und Quantität, 
sowie der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse evaluiert. Dazu wurden die zu analysierenden 
Stuhlextrakte jeweils mit einer Startverdünnung von 1:50 in einer seriellen 1:2 Verdünnung 
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auf die beschichteten Mikrotiterplatten aufgetragen. Zur Erstellung einer Eichgerade wurde 
ein kommerzieller IgAκ Standard (Sigma) in einer Startkonzentration von 10 µg/ml 
mitgeführt. Der Nachweis immobilisierter IgA-Antikörper erfolgte in allen Fällen mit Hilfe 
eines schwere (α-) Kette-spezifischen Antiserums aus Kaninchen (Kα-IgA, II.1.2). Aufgrund 
einer hohen Hintergrundaktivität durch unspezifische Bindung der Nachweisantikörper an 
RSA (III.3.3.1) wurde zum Abblocken freier Proteinbindestellen ausschließlich Milchpulver 
verwendet (II.7.5.1). 
Im ersten ELISA-Setup wurde eine Mikrotiterplatte mit polyklonalen Ziegenantikörpern (Zα-
IgG,-IgA,-IgM, II.1.2) beschichtet, die neben IgA ebenfalls mit Immunglobulinen der Klassen 
G und M reagieren und sich in Western Blot Analysen als vorwiegend leichte Kette-
spezifisch erwiesen hatten (s.u., Abb. III.21.A). Die erstellten Balkendiagramme zeigten eine 
auffällige Abnahme der ermittelten Gesamt-IgA-Konzentration nach der ersten oralen 
Immunisierung (Abb. III.20.A, Setup 1). Die Verwendung des polyspezifischen Antiserums 
gegen verschiedene Immunglobulinklassen zur Immobilisierung von IgA erwies sich als 
problematisch. Die aus den seriellen Probenverdünnungen erstellten Absorptionskurven 
erreichten im Vergleich zum IgA-Standard, vermutlich aufgrund einer potentiellen 
Immobilisierung von IgG und IgM, die in geringen Mengen in mukosalen Sekreten 
vorkommen können, schon bei OD-Werten von ~max. 2,5 die Sättigung (Abb. III.20.B, Setup 
1). Der beobachtete kompetetive Effekt erschwerte eine exakte und reproduzierbare 
Kalkulation der IgA-Konzentrationen. 
Alternativ erfolgte die Beschichtung von Mikrotiterplatten mit einem α-Kette-spezifischen 
Antiserum aus Ziege (Zα-IgA, II.1.2). Im Vergleich zu Konzentrationsbestimmungen mit 
Setup 1 wurden eine 1,7-fach höhere Konzentration in der Präimmunprobe (0) bzw. 
durchschnittlich 1,2–fach höhere Konzentrationen in den Postimmunproben (14-57 Tage p.i) 
ermittelt. Im Unterschied zu Setup 1 erwies sich Setup 2 offensichtlich als weniger 
störanfällig für kompetitive Effekte. Die erstellten Absorptionskurven zeigten, dass 
wesentlich höhere Sättigungswerte erreicht werden konnten (Abb. III.20.B, Setup 2). Als 
kritisch erwies sich jedoch der im Western Blot beobachtete selektive Abbau der leichten 
Kette nach der ersten und zweiten oralen Immunisierung (s.u., Abb. III.21.A). Da Setup 2 
ausschließlich die Konzentration der schweren Kette des IgA-Moleküls berücksichtigte, die 
schwere und leichte Kette nach Lagerung und IgA-Isolierung jedoch offensichtlich, 
zumindest unter denaturierenden Bedingungen im Western Blot, eine abweichende 
Sensitivität gegenüber proteolytischem Abbau aufwiesen, erwies sich Setup 2 als ungeeignet, 
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um in direkte Relation mit den unter III.3.3.3 aufgeführten antigenspezifischen 
Immunantworten gesetzt zu werden. 
Setup 3 basierte durch die Verwendung eines Fab-spezifischen Antiserums (ZαM (Fab), 
II.1.2) auf der Immobilisierung ausschließlich vollständig assoziierter Antikörpermoleküle 
und berücksichtigte somit die beobachtete Instabilität der leichten Kette. Im Vergleich zu 
Setup 2, das ausschließlich die Konzentration der schweren Kette des IgA-Moleküls 
reflektierte, wurden durchschnittlich 1,5-fach geringere Gesamt IgA-Konzentrationen in den 
Postimmunproben (14-57 Tage p.i.) ermittelt (Abb. III.20.A, Setup 3). Trotz einer potentiellen 
Immobilisierung von Antikörpermolekülen anderer Immunglobulinklassen konnte, mit 
Ausnahme von Probe 14 Tage p.i., ein vernachlässigbar geringer kompetitiver Einfluss auf 
die IgA-Bindungsaktivität beobachtet werden (Abb. III.20.B, Setup 3). 
Aufgrund der vorliegenden Daten, die in zwei weiteren unabhängigen Untersuchungen 
reproduziert werden konnten (Ergebnisse nicht gezeigt), wurde der geringste Einfluß auf die 
Präzision und Verlässlichkeit der im Nachfolgenden ermittelten Gesamt IgA-Konzentrationen 
für Setup 3 erwartet. 
Die Quantifizierung des Gesamt IgA mit Hilfe von ELISA-Analysen ergab, unabhängig vom 
ELISA-Setup, eine unerwartet signifikante Konzentrationsabnahme nach oraler 
Immunisierung. Der Nachweis der schweren und leichten Kette der IgA-Moleküle im 
Western Blot sollte Aufschluss über den potentiellen Einfluss proteolytischer Aktivität auf die 
Integrität der Antikörperketten geben und ein systemimmanentes Problem im ELISA 
ausschließen (Abb. III.21). Der immunologische Nachweis von IgA im Western Blot erfolgte 
unter Verwendung der Antiseren Zα-IgG, IgA, IgM (Abb. III.21.A) bzw. Kα-IgA (Abb. 
III.21.B). Wie bereits erwähnt erwies sich Zα-IgG, IgA, IgM als vorwiegend leichte Kette-
spezifisch und führte im Fall der Prä- sowie der Postimmunprobe 14 Tage p.i. zur Detektion 
einer signifikanten Proteinbande, die dem Molekulargewicht von leichten 
Immunglobulinketten entsprach (Abb. III.21.A). Die Konzentrationen der leichte Kette in den 
Postimmunproben 28-57 Tage p.i. befanden sich unterhalb des Detektionslimits. Diese 
Beobachtung korrelierte mit der Tendenz der überwiegenden Anzahl aller stichprobenartig im 
Western Blot analysierten Proben (Ergebnisse nicht gezeigt) sowie mit den signifikanten IgA-
Verlusten im ELISA (s.o.). Ein möglicher Isotypenwechsel der leichten Kette während des 
Immunisierungsverlaufs sollte durch die Verwendung eines λ-Kette-spezifischen 
monoklonalen Antikörpers aus Ratte im Western Blot untersucht werden. Aufgrund von 
Kreuzreaktivitäten des eingesetzten enzymkonjugierten Sekundärantikörpers mit der leichten  
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Abbildung III.20: Evaluierung von drei verschiedenen ELISA Setups zur Quantifizierung des Gesamt 
IgA. 
A: Die IgA-Konzentration in Stuhlproben von Maus 1 (Gruppe I) vor (0) sowie 14, 28, 42 und 57 Tage nach der 
ersten Immunisierung ist gezeigt. Die Quantifizierung erfolgte nach Isolierung von Gesamt IgA (II.7.4), 
Immobilisierung von IgA mit Hilfe von drei verschiedenen Antiseren (Setup 1: Zα-IgG, IgA, IgM), Setup 2: Zα-
IgA (α-Kette-spezifisch), Setup 3: ZαM (Fab)), Detektion mittels Kα-IgA (α-Kette-spezifisch) und ZαKHRPO 
und photometrischer Absorptionsmessung des Substratumschlags anhand bekannter Konzentrationen eines 
kommerziellen IgAκ Standards (10 µg/ml) (II.7.5.1). B: Die korrespondierenden Absorptionskurven zeigen die 
lineare Darstellung des Kurvenverlaufs des kommerziellen IgAκ-Standards sowie der individuellen Proben vor 
der Festlegung der Regressionsgeraden. Die gemessenen OD-Werte wurden gegen den reziproken Wert der 
Probenverdünnung aufgetragen. 
Kette des verwendeten IgAκ Kontrollantikörpers und der Proben lieferten die generierten 
Daten jedoch keinen weiteren Informationsgewinn (Ergebnisse nicht gezeigt). 
Der Nachweis der schweren Kette mit Hilfe von Kα-IgA (II.1.2) war dagegen in allen 
analysierten Proben möglich (Abb. III.21.B). Die höchsten Konzentrationen konnten in den 
Proben 42 und 57 Tage p.i. detektiert werden, die keine nachweislichen Mengen der leichten 
Kette aufwiesen (Abb. III.21.A). In der Präimmunprobe (0) sowie der Probe 14 Tage p.i. 
konnten verstärkt Abbauprodukte nachgewiesen werden. Im Allgemeinen divergierten die 
Konzentrationen der schweren Kette in allen analysierten Proben jedoch sehr stark 
(Ergebnisse nicht gezeigt), möglicherweise aufgrund eines nicht zu vernachlässigen 
Einflusses der Probenlagerung und -konsistenz auf ihre Stabilität, und hatten damit einen 
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signifikanten Einfluss auf die Ermittlung und Interpretation der antigenspezifischen 
Immunantworten (III.3.3.3). 
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Abbildung III.21: Western Blot Analyse zum qualitativen Nachweis der schweren und leichten Kette in 
Stuhlproben nach Isolierung von Gesamt IgA. 
Der immunologische Nachweis der schweren und leichten Kette erfolgte in jeweils 10 µl Stuhlextrakt von Maus 
17 (Tab. III.4) vor (0) sowie 14, 28, 42 und 57 Tage nach der ersten Immunisiserung mittels Zα-IgG, IgA, IgM 
und KαZAP (A) bzw. Kα-IgA und ZαKAP (B) und nachfolgender Visualisierung in einer AP-Substratreaktion 
(II.3.5). M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (NEB); I-IV: IgAκ, I: 10 ng; II: 50 ng, III: 100 ng, IV: 
200 ng; 0: Präimunprobe; 14: Postimmunprobe 14 Tage p.i.; 28: Postimmunprobe 28 Tage p.i.; 42: 
Postimmunprobe 42 Tage p.i.; 57 Postimmunprobe 57 Tage p.i.. Die Pfeile markieren die Position der leichen 
(a) und schweren Kette (b). 
III.3.3.2.2 Analyse des Gesamt IgA in den Stuhlproben 
Die Abbildungen III.22.A und III.22.B zeigen die im ELISA (III.3.3.2.1, Setup 3) (II.7.5.1) 
ermittelten Gruppenmittelwerte der Gesamt IgA-Konzentration in den Prä- sowie 
Postimmunproben von jeweils sechs Mäusen der Immunisierungsgruppen I-IV (Tab. III.4). 
Die durchschnittliche Entwicklung der Gesamt IgA-Konzentration der Prä- und 
Postimmunproben von Versuchstieren der Immunisierungsgruppe I, denen Futterpellets mit 
gemörserten Tabakblattmaterial verabreicht wurde, korrelierten erwartungsgemäß mit den 
unter III.3.3.2.1 aufgeführten Vorversuchen zur Evaluierung der ELISA-Setups, die mit 
Probenmaterial von Maus 1 (Gruppe I) durchgeführt wurden. Der ermittelte 
Gruppenmittelwert für die Präimmunproben lag mit 1136 µg/g (SEM ± 147,8) deutlich (5,2-
fach) oberhalb des durchschnittlichen Gruppenmittelwertes der Postimmunproben 14-57 (218 
µg/g (SEM ± 28,4)) (Abb. III.22.A). Während die ermittelten Durchschnittswerte der 
Präimmunproben von Mäusen der Gruppe II, die zu Blattstückchen verarbeitetes Material 
erhielten, mit denen von Gruppe I korrelierten (1264,1 µg/g (SEM ± 108,8)) wurden in den 
Postimmunproben generell deutlich höhere IgA-Konzentrationen ermittelt. In den 
Postimmunproben 14 Tage p.i. wurde mit durchschnittlich 5,2-fach höheren Gesamt IgA-
Konzentrationen der signifikanteste Unterschied im Vergleich zu den zeitgleich 
entnommenen Proben der Gruppe I beobachtet. Die Postimmunproben 28-57 Tage p.i. wiesen 
mit einer mittleren Konzentration von 522 µg/g (SEM ± 69,6) im Vergleich zu Gruppe I eine 
a
b
Ergebnisse  106 
mit durchschnittlich 2,4-fach deutlich geringere Reduktion der Gesamt IgA-Konzentration 
auf. Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass der unterschiedliche 
Prozessierungsgrad des nikotinhaltigen Pflanzenmaterials einen Einfluss auf den Gesamt IgA-
Gehalt der Stuhlproben ausüben könnte. Möglicherweise führte der stärkere Aufschluss des 
Blattmaterials in Präparationsvariante 1 zu einer vermehrten Freisetzung des toxischen 
Sekundärmetabolits Nikotin, das einen potentiell immunosuppressiven Effekt auf das 
mukosale Immunsystem ausüben könnte (IV.4.2.7). 
Abbildung III.22.B zeigt den Einfluss der coapplizierter mukosalen Adjuvantien BPPCysPEG 
und PQS-PEG auf die durchschnittliche Entwicklung der Gesamt IgA-Konzentration der Prä- 
und Postimmunproben der Gruppen III und IV (Tab. III.4) durch den direkten Vergleich mit 
den Gruppenmittelwerten von Mäusen der Gruppe I. Mit einem mittleren Gesamt IgA-Gehalt 
von 1431,9 µg/g (SEM ± 147,8) wurden für die Präimmunproben der Mäuse aus Gruppe III, 
denen intranasal BPPCysPEG appliziert wurde, die höchsten Werte ermittelt. Auffällig war 
eine deutlich geringere Abnahme des lokalen Gesamt IgA in den Postimmunproben im 
Vergleich zu Mäusen der Gruppe I, die Futterpellets der identischen Päparationsvariante ohne 
intranasale Coapplikation von Adjuvans erhielten. Im Vergleich zu Gruppe I konnten mit 
einer mittleren IgA-Konzentration von 527,8 µg/g (SEM ± 94,1) in den Postimmungruppen 
14-57 durchschnittlich 2,4-fach höhere Werte ermittelt werden. In Übereinstimmung mit 
Gruppe III lag die durchschnittliche IgA-Konzentration der Postimmunproben 14-57 von 
Versuchstieren der Gruppe IV, denen PQS-PEG appliziert wurde, mit 405,9 µg/g (SEM ± 
79,4) deutlich über der der Gruppe I (Abb. III.22.B). Im Vergleich zu den übrigen 
Immunisierungsgruppen wurden mit durchschnittlich 819,6 µg/g (SEM ± 51,0) die 
niedrigsten IgA-Konzentrationen in den Präimmunproben nachgewiesen. 
Der Vergleich der mittleren Gesamt IgA-Konzentrationen der Versuchstiere der 
Immunisierungsgruppen I, III und IV ergab, dass die intranasale Coapplikation der mukosalen 
Adjuvantien zu einer deutlich höheren durchschnittlichen IgA-Konzentration in den 
Postimmunproben von Mäusen der Gruppen III und IV führte.  
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Abbildung III.22: ELISA zur Analyse des quantitativen Einflusses der Vakzinformulierungen auf die 
Gesamt IgA-Konzentration. 
Die mittlere IgA-Konzentration in Stuhlextrakten der Immunisierungsgruppen I (Präparationsvariante 1, 
Blattpulver) und II (Präparationsvariante 2, Blattstückchen) (A) bzw. I, III (Präparationsvariante 1 + 
BPPCysPEG) und IV (Präparationsvariante 1 + PQS-PEG) (B) vor (0) sowie 14, 28, 42 und 57 Tage nach der 
ersten Immunisierung ist dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte nach Isolierung von Gesamt IgA aus den 
Stuhlproben (II.7.4) und Immobilisierung mit Hilfe von ZαM (Fab) mittels der Antiseren Kα-IgA (α-Kette 
spezifisch) und ZαKHRPO und photometrischer Absorptionsmessung des Substratumschlags anhand bekannter 
Konzentrationen eines IgAκ Standards (II.7.5.1). Die individuellen Säulen repräsentieren den Gruppenmittelwert 
± SEM von jeweils sechs Mäusen der Immunisierungsgruppen I-IV.  
III.3.3.3 Analyse der mukosalen Immunantwort 
III.3.3.3.1 Bestimmung CTB-spezifischer Antikörperantworten 
Die quantitative Analyse der CTB-spezifischen IgA-Antikörperantworten erfolgte im direkten 
ELISA (II.7.5.2). Dazu wurden Mikrotiterplatten mit hoher Bindekapazität mit bakteriell 
exprimiertem CTB (II.3.6) in einer Konzentration von 220 ng/ml beschichtet. Eine indirekte 
Kopplung von CTB führte zu keiner messbaren Änderung der OD405-Werte in den 
analysierten Stuhlproben und des Standards (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher wurde 
ausgeschlossen, dass durch die direkte Beschichtung möglicherweise immunrelevante Epitope 
nicht zugänglich waren. Die erfolgreiche Adsorption von CTB an die Platten sowie eine 
ausreichende Antigenkonzentration in der Beschichtungslösung wurde durch die Verwendung 
eines seriell verdünnten kommerziellen Kontrollserums (Kα-CT, II.1.2) bestätigt. Der 
Nachweis spezifisch gebundener IgA-Antikörper erfolgte mit Hilfe von Kα-IgA und 
ZαKHRPO. 
Die ermittelten OD-Werte der Probenverdünnungen der überwiegenden Anzahl aller 
Versuchstiere waren im Vergleich zum verwendeten Kontrollserum generell sehr gering (~0,4 
bis 0,8) (IV.4.2.11). Sie lagen teilweise nur knapp über dem für den Blank ermittelten 
Mittelwert und konnten in einigen Fällen nicht als positiv bewertet werden (Ergebnisse nicht 
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gezeigt). Sie wurden jedoch zugunsten einer besseren Dokumentation des durchschnittlichen 
Verlaufs der Reaktivitäten in Stuhlproben der individuellen Immunisierungsgruppen über die 
gesamte Immunisierungszeitdauer ebenfalls in die Berechnungen der Gruppenmittelwerte 
(s.u.) einbezogen. Unerwartet waren die im Vergleich zu den Postimmunproben auffällig 
hohen OD-Werte der individuellen seriell verdünnten Präimmunproben (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Da die Versuchstiere im Vorfeld der Immunisierungen unter sterilen Bedingungen 
nach SPF (Specified Pathogen Free) gezüchtet und gehalten wurden, war ein Kontakt mit 
CTB bzw. antigenetisch homologen Proteinen als äußerst gering einzuschätzen. Aufgrund der 
sehr komplexen Zusammensetzung von Stuhlproben (Mikroorganismen und bakterielle 
Komponenten, Nahrungsbestandteile, Proteasen, etc.) und der hohen Affininität von sIgA zu 
Glykanstrukturen im Mukus, die eine unspezifische Bindung an gecoatete Antigene bewirken 
können, werden beim Einsatz proteinanalytischer Nachweisverfahren zur Bestimmung 
mukosaler IgA-Antikörperantworten generell häufig Kreuzreaktivitäten beobachtet. Dies 
erschwert eine Auswertung und Interpretation der Ergebnisse oder macht sie gar unmöglich 
(IV.4.2.11). Eine unspezifische Bindung von IgA an die Blockierungslösung (Milchpulver) 
konnte jedoch ausgeschlossen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). 
Auf die Darstellung der relativen Reaktivitäten in den Proben der individuellen Versuchstiere 
nach Standardisierung und Korrelation mit dem ermittelten Gesamt IgA wurde verzichtet, da 
sie keinen weiteren Aufschluss über die Immunogenität des CTB-Fusionspartners lieferten. 
Obwohl in den Postimmunproben einiger Versuchstiere der Immunisierungsgruppen I und III 
nach Korrelation mit dem Gesamt IgA ein Anstieg der relativen Reaktivität (mProbe/ mStandard/ 
CGesamt IgA) beobachtet werden konnte, der außerhalb des natürlichen Schwankungsbereich 
biologischer Analyseverfahren lag, wurde eine CTB-spezifische Antikörperantwort aufgrund 
der signifikanten Heterogenität der ermittelten relativen Reaktivitäten sowohl innerhalb einer 
Immunisierungsgruppe als auch über die Immunisierungsdauer und der mitunter hohen 
Reaktivität in den Präimmunproben ausgeschlossen (Ergebnisse nicht gezeigt). 
Die Ermittlung des arithmetischen Gruppenmittelwertes der Prä- und Postimmunproben sollte 
Aufschluss über die Tendenz der relativen Reaktivitäten über den gesamten 
Immunisierungszeitraum innerhalb einer Gruppe geben. Abbildung III.23 verdeutlicht, dass 
für keine der Immunisierungsgruppen ein eindeutiger Anstieg der relativen Reaktivität zu 
verzeichnen war. Der oral applizierte pflanzenproduzierte Impfstoff führte, unabhängig von 
der eingesetzten Präparationsvariante und der Coapplikation mukosaler Adjuvantien, 
entgegen früherer Beobachtungen nicht zur Induktion mukosaler CTB-spezifischer 
Antikörperantworten (IV.4.2.3). Die signifikant hohe mittlere Reaktivität in den 
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Stuhlextrakten der Kontrollmäuse vor der Immunsisierung konnte in einem unabhängigen 
Versuchsansatz reproduziert werden und war auf eine hohe Reaktivität in der Präimmunprobe 
von Kontrollmaus 25 zurückzuführen (Tab. III.4). 
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Abbildung III.23: Verlauf mukosaler CTB-spezifischer Antikörperantworten. 
Die CTB-spezifische lokale IgA-Antikörperantwort im direkten ELISA (II.7.5.2) unter der Verwendung von 
bakteriell exprimierten CTB vor (0) sowie 14, 28, 42 und 57 Tage nach der ersten Immunisierung ist gezeigt. Die 
individuellen Säulen repräsentieren den Mittelwert ± SEM der CTB-spezifischen IgA-Antworten in 
individuellen Stuhlproben von jeweils sechs Mäusen der Immunisierungsgruppen I-IV bzw. zwei Mäusen der 
Kontrollgruppe. Im Fall der Versuchstiere 15, 19, 21 und 26 konnten nur jeweils die Proben 0-28 arithmetisch 
gemittelt werden, da sie vor Abschluss der Immunisierungen verendeten bzw. nicht ausreichend Probenmaterial 
zur Verfügung stand. Die Stuhlproben der individuellen Versuchstiere wurden in einer Startverdünnung von 
1:100 eingesetzt und seriell 1:2 verdünnt. Die Detektion CTB-spezifischer IgA Antikörper erfolgte mittels Kα-
IgA (α-Kette spezifisch) und ZαKHRPO und nachfolgender Substratreaktion (II.7.5.2). Die durchschnittlichen 
IgA-Antworten wurden als relative Reaktivität angegeben, die als Mittelwert der linearen Regressionssteigung 
der Probenverdünnungen einer Immunisierungsgruppe nach Standardisierung mit einem kommerziellen 
Kontrollserum (Kα-CT) definiert ist (mProbe/ mStandard) und mit dem durchschnittlichen Gesamt IgA der Prä- und 
Postimmunproben der individuellen Gruppen (III.3.3.2.2) korreliert wurde (rel. Reaktivität/ mg IgA). 
III.3.3.3.2 Bestimmung HVR1-spezifischer Antikörperantworten 
Zur Analyse HVR1-spezifischer Immunantworten erfolgte eine Beschichtung der ELISA-
Platten mit dem HVR1-Konsensusepitop R9 (I.4.1). Da HVR1 aufgrund des geringen 
Molekulargewichts (2,7 kDa, Tab. III.1) ungeeignet ist, bei einer direkten Beschichtung der 
ELISA-Platten eine Zugänglichkeit der immunrelevanten Epitope zu gewährleisten, erfolgte 
die Beschichtung der Platten mit dem bereits als GST-Fusionsprotein vorliegenden bakteriell 
exprimierten R9-Tandemkonstrukt GST-R9R9 (Dr. K. Uhde-Holzem, Institut für Molekulare 
Biotechnologie der RWTH Aachen, II.7.5.2). Als Positivkontrolle wurde ein Antiserum gegen 
R9 (Kα-R9 (R208), II.1.2) eingesetzt. Da die Analyse der Reaktivität gegen indirekt 
gecoatetes GST-R9R9 keinen messbaren Unterschied in der Absorption ergab, wurde die 
direkte Beschichtung der Platten einer indirekten vorgezogen (Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Die Analyse HVR1-spezifischer mukosaler Immunantworten wurde aus Kapazitäts- und 
Zeitgründen nicht mit der Gesamtheit der gesammelten Stuhlproben, sondern vorwiegend mit 
Stuhlproben von Mäusen durchgeführt, die in Abschnitt III.3.3.3.1 den höchsten Anstieg der 
relativen Reaktivität aufwiesen. Abbildung III.24.A zeigt die relative Reaktivität (mProbe/ 
mStandard/ CGesamt IgA) von IgA gegen GST-R9R9 am Beispiel der Versuchstiere 13 und 18 
(Gruppe III, Tab. III.4.). Nach oraler Immunisierung konnte insbesondere im Fall von Maus 
13 ein signifikanter Anstieg der Reaktivität beobachtet werden (Abb. III.24.A). In einem 
weiteren Experiment sollte durch die Immobilisierung von sowohl GST-R9R9 als auch GST 
auf der identischen Mikrotiterplatte analysiert werden, ob die beobachteten Signalanstiege in 
Abbildung III.24.A auf eine Reaktivität gegen R9R9 oder aber gegen den Fusionspartner GST 
zurückzuführen waren (Abb. III.24.B). Als Positivkontrolle diente ein GST-spezifisches 
Antiserum aus Kaninchen (Kα-GST, II.1.2). Die Analyse der Reaktivität (mProbe/ CGesamt IgA) 
gegen GST und GST-R9R9 zeigte, dass die beobachteten Signalanstiege (ausgefüllte Säulen) 
ausschließlich auf einer Reaktivität von mukosalem IgA gegen GST beruhten (schraffierte 
Säulen) (Abb. III.24.B), ein Phänomen das zuvor schon häufig in der Literatur beschrieben 
wurde [295]. 
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Abbildung III.24: Verlauf mukosaler HVR1-spezifischer Antikörperantworten. 
Die HVR1-spezifische lokale IgA Antikörperantwort im direkten ELISA (II.7.5.2) unter der Verwendung von 
bakteriell exprimiertem GST-R9R9 vor (0) sowie 14, 28 und 57 Tage nach der ersten Immunisierung (A) sowie 
die Analyse einer potentiellen Reaktivität gegen den GST-Fusionspartner im direkten Vergleich zu GST-R9R9 
vor (0) sowie 57 Tage nach der ersten Immunisierung (B) ist am Beispiel von zwei Mäusen der 
Immunisierungsgruppe III (Maus 13 und Maus 18, Tab.III.4) dargestellt. Als Negativkontrolle diente Maus 25. 
Die Stuhlproben der individuellen Versuchstiere wurden in einer Startverdünnung von 1:100 eingesetzt und 
seriell 1:2 verdünnt. Die Detektion HVR1-spezifischer IgA-Antikörper erfolgte mittels Kα-IgA (α-Kette 
spezifisch) und ZαKHRPO und nachfolgender Substratreaktion (II.1.2). Die IgA-Antworten wurden als relative 
Reaktivität angegeben, die als Steigung der linearen Regressionsgeraden der seriell verdünnten Proben mit 
(mProbe / mStandard) (A) und ohne (mProbe) (B) Standardsisierung mit dem eingesetzten Kontrollserum Kα-R9 
(R208) definiert ist und wurde mit dem durchschnittlichen Gesamt IgA der Prä- und Postimmunproben der 
individuellen Gruppen (III.3.3.2.2) korreliert (rel. Reaktivität / mg IgA). 
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Analog zu den Beobachtungen der Bestimmung CTB-spezifischer mukosaler 
Immunantworten konnten demnach selbst nach Substitution eines mukosalen Adjuvans keine 
messbaren HVR1-spezifischen IgA-Antikörperantworten in den stichprobenartig getesteten 
Stuhlproben der Versuchstiere nachgewiesen werden, obwohl publizierte Daten die 
Immunogenität von pflanzenproduzierten HVR1 im Rahmen einer mukosalen Immunisierung 
von Mäusen belegen (IV.4.2). 
III.3.3.3.3 Analyse mukosaler Antikörperantworten gegen pflanzenexprimiertes CTB-
HVR1-TCRCys 
Durch die Präsentation von CTB und HVR1 als Fusionsprotein mit der 
Membranankervariante TCRCys können einerseits neue Epitope entstehen, gegen die 
potentielle Antikörperantworten induziert werden. Auf der anderen Seite besteht die 
Möglichkeit, dass native Epitope aufgrund von Wechselwirkungen zwischen 
Aminosäureresten der Fusionspartner nicht mehr ausgeprägt werden bzw. nicht mehr 
zugänglich sind. Das könnte besonders auf das mit einem Molekulargewicht von 2,7 kDa sehr 
kleine HVR1 zutreffen (IV.4.2.5). Da im ELISA keine eindeutigen mukosalen 
Antikörperantworten gegen die bakteriell exprimierten Antigene CTB und HVR1 ermittelt 
werden konnten (III.3.3.3.1 und III.3.3.3.2), wurde in einem weiteren Ansatz die 
Bindungsaktivität von lokalem IgA gegen das pflanzenexprimierte Fusionsprotein CTB-
HVR1-TCRCys analysiert. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit Gangliosid GM1 beschichtet 
und CTB-HVR1-TCRCys aus dem Pflanzenrohextrakt immobilisiert (II.7.5.3). Als 
Negativkontrolle diente Wildtyp-Pflanzenextrakt der analog zum transgenen Material in 
identischen Gesamtproteinkonzentrationen jeweils auf der identischen GM1-beschichteten 
Mikrotiterplatte inkubiert wurde. Die erfolgreiche Immobilisierung von CTB-HVR1-TCRCys 
wurde durch die Verwendung eines kommerziellen Antiserums (Kα-CT, II.1.2) bestätigt. 
Abbildung III.25.A zeigt am Beispiel der Versuchstiere der Gruppe III (Tab. III.4) die mit 
Hilfe von ELISA ermittelte durchschnittliche relative Reaktivität von lokalem IgA gegen 
CTB-HVR1-TCRCys in den Präimmunproben und der letzten Postimmunprobe (57 Tage p.i.) 
nach Korrelation mit dem durchschnittlichen Gesamt IgA. Im Fall des transgenen Setups 
konnte in den gemittelten Postimmunproben durchschnittlich ein 2,6–facher Anstieg der 
Reaktivität im Vergleich zu den Präimmunproben beobachtet werden (ausgefüllte Säulen). 
Ein Standardfehler (SEM) von ± 0,9 verdeutlicht die relativ heterogene Stärke der 
Immunantworten der individuellen Versuchstiere. In allen Fällen konnte jedoch ein Anstieg 
der relativen Reaktivität beobachtet werden. Der parallele Ansatz mit Wildtyp-
Pflanzenextrakt verdeutlichte, dass im Durchschnitt 57,7% der Reaktivität in den 
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Präimmunproben bzw. 48,4% in den Postimmunproben nicht auf einer spezifischen Bindung 
an CTB-HVR1-TCRCys zurückzuführen war. 
Die Inkubation von Stuhlextrakte vor bzw. nach der letzten Immunisierung von Maus 15 
(Gruppe III, Tab. III.4) auf GM1-beschichteten Platten sowie solchen, die anschließend mit 
Wildtyp-Tabakextrakt inkubiert wurden, zeigten, dass das beobachtete Signal in der Wildtyp-
Kontrolle nicht auf eine unspezifische Bindung an GM1, sondern offensichtlich auf eine 
Reaktivität gegen Pflanzenkomponenten zurückzuführen war, die durch eine Affinität gegen 
GM1 oder wahrscheinlicher gegen die Blockierungslösung (Milchpulver) auf der ELISA-
Platte immobilisiert wurden (Abb. III.25.B). Dabei konnte nicht geklärt werden, ob es sich 
dabei um eine unspezifische oder spezifische Bindung handelte. Eine Induktion mukosaler 
Immunantworten gegen Tabakkomponenten ist nicht abwegig, da die Versuchstiere im 
Rahmen ihrer normalen Diät nicht mit Pflanzenkomponenten konfrontiert werden und daher 
vermutlich auch keine orale Toleranz ausbilden (IV.4.2.6). 
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Abbildung III.25: GM1-ELISA zur Bestimmung der mukosalen IgA-Antikörperantworten gegen 
pflanzenexprimiertes CTB-HVR1-TCRCys. 
A: Die IgA-Antikörperantworten in Stuhlproben von Mäusen der Immunisierungsgruppe III vor (0) und 57 Tage 
nach der ersten Immunisierung (57) pro mg Gesamt IgA sind gezeigt. Die individuellen Säulen repräsentieren 
den Gruppenmittelwert ± SEM der Antikörperantworten in Stuhlextrakten von sechs Mäusen der Gruppe III 
(Tab. III.4) gegen immobilisiertes CTB-HVR1-TCRCys (A) bzw. Wildtyp-Pflanzenextrakt (B). Die Detektion 
immobilisierter IgA-Antikörper erfolgte mittels Kα-IgA (α-Kette spezifisch) und ZαKHRPO und nachfolgender 
Substratreaktion (II.7.5.3). Die durchschnittlichen IgA-Antikörperantworten wurden als relative Reaktivität 
angegeben, die als Mittelwert der linearen Regressionssteigung der seriell verdünnten Proben definiert ist (mProbe) 
und mit dem mittleren Gesamt IgA der individuellen Proben (III.3.3.2.2) korreliert wurde (rel. Reaktivität/ mg 
IgA). B: Die Reaktivität (mProbe) in Stuhlproben von Maus 15 (Gruppe III) gegen GM1 bzw. 
Pflanzenkomponenten wurde nach Immobilisierung von GM1 (links) und anschliessender Inkubation mit 
Wildtyp-Pflanzenextrakt (rechts) bestimmt. 
III.3.3.4 Analyse systemischer humoralen Immunantworten 
Da die orale Verabreichung von Antigenen grundsätzlich das Potential besitzt, neben der 
Aktivierung lokaler Mechanismen der Infektabwehr eine periphere Immunität in Form von 
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Serum IgG und auch IgA zu induzieren (I.1.6), erfolgte ebenfalls die Analyse der 
antigenspezifischen Aktivität im Serum (II.7.5.2). 
Analog zur lokalen IgA-Reaktion konnte unter den gewählten Versuchsbedingungen für 
keines der analysierten Versuchstiere eine antigenspezifische systemische IgG- bzw. IgA-
Antikörperantwort nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Zudem erwies sich die 
Analyse spezifischer Serum IgA-Antikörperantworten aufgrund einer Kreuzreaktivität gegen 
eine Reihe von Blockierungslösungen, die zuvor bei der Analyse lokaler Immunantworten 
nicht beobachtet wurde, als problematisch. Da die generierten Daten keinen weiteren 
Aufschluß über die potentielle Immunogenität des pflanzenproduzierten Impfstoffes auf 
systemischer Ebene lieferten, wurde auf ihre Darstellung verzichtet. 
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IV. DISKUSSION  
Eine Vielzahl der weltweit relevanten Krankheitserreger wird über die Schleimhäute des 
Gastrointestinal-, Respirations-, und Urogenitaltrakts übertragen. Da systemische 
Immunisierungen keinen mukosalen Impfschutz vermitteln, sollten Impfstoffe gegen mukosal 
übertragbare Pathogene über die Schleimhäute applizierbar sein. Oral applizierbare Impfstoffe 
besitzen das Potential, neben einer lokalen Infektabwehr an den Schleimhäuten des Darms 
eine spezifische Immunabwehr in entfernten mukosalen Geweben, sowie eine systemische 
Immunität zu induzieren. Die Produktion rekombinanter Vakzinantigene in gentechnisch 
modifizierten Pflanzen ist im Vergleich zu klassischen Produktionsverfahren aufgrund von 
produktions-, handhabungs- und sicherheitstechnischen Vorzügen vorteilhaft. Häufig ist 
jedoch die geringe Produktivität pflanzlicher Expressionsysteme inkompatibel mit einer 
direkten Verabreichung von unprozessiertem Pflanzenmaterial. Frühere Studien haben 
gezeigt, dass ein gezieltes Targeting in Kompartimente, die eine höhere Proteinstabilität 
garantieren, pflanzenbiotechnologische Produktionsverfahren zur Herstellung pharmazeutisch 
relevanter Proteine entscheidend optimieren können (I.2.2). Der Einsatz oral applizierbarer 
Impfstoffe ist jedoch durch die Sensitivität vieler löslicher Vakzinantigene gegenüber 
proteolytischem Abbau im Gastrointestinaltrakt (GIT) limitiert. Ihre Wirksamkeit setzt jedoch 
nicht nur eine Stabilität des Zielantigens während der Passage durch den GIT, sondern 
ebenfalls eine effiziente Aufnahme über das Schleimhautepithel voraus. Dies beruht auf der 
Affinität des Impfstoffes zu apikalen Oberflächenstrukturen von Epithelzellen im Bereich des 
FAE (Follikel-assoziiertes Epithelium), genauer gesagt, auf dem Potential, im Bereich des 
darmassoziierten Immunsystems von immunrelevanten Zellen der Schleimhaut (M-Zellen und 
spezialisierten DC`s) aufgenommen zu werden (IV.4.1). Das immunogene Potential oraler 
Impfstoffe kann durch eine Präsentation der Antigene in partikulärer Form entscheidend 
optimiert werden [144-146, 296]. Verschiedene Strategien, die eine partikuläre Präsentation 
und/oder ein Targeting von Vakzinantigenen zum Mukosaepithel bzw. M-Zellen bewirken, 
wurden bereits erfolgreich im Tierversuch und in klinischen Studien getestet (I.3.1). Zum 
größten Teil setzt die im Anschluss an die Produktion erfolgende Formulierung der Impfstoffe 
jedoch die kostenintensive Reinigung der Antigene voraus und ist daher unter ökonomischen 
Aspekten unvorteilhaft. In dieser Arbeit wurde erstmals die Integration von zwei 
Modellantigenen, dem synthetischen Consensusepitop R9 der hypervariablen Region 1 
(HVR1) des Hepatitis C Virus und die des immunologisch relevanten sekretorischen Proteins 
MPT64 aus Mycobacterium tuberculosis, in die Pflanzenzellmembran angestrebt. Dadurch 
sollten zwei der relevantesten Probleme, die die Etablierung effektiver essbarer Impfstoffe 
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massiv erschweren, umgangen werden: 1. geringe Akkumulation der Proteinantigene im 
Pflanzensystem und 2. unzureichende Immunogenität löslicher Subunit-Vakzine. Als 
heterologe Transmembrananker wurden definierte Bereiche einer verkürzten konstanten 
Region der beta-Untereinheit des humanen T-Zell-Rezeptors (TCRβ) verwendet, die C-
terminal fusioniert zu einer Integration in die Plasmamembran und Präsentation der Antigene 
auf der Pflanzenzelle führen sollten (III.1.1.1 und III.1.3). Die funktionale rekombinante 
Expression der vollständigen konstanten TCRβ in Säugetier- und Pflanzenzellen wurde 
bereits in der Literatur beschrieben und resultierte in einer signifikanten 
Akkumulationssteigerung eines fusionierten scFv-Fragmentes in Tabak [123]. Die 
zielgerichtete Expression rekombinanter Antigene als membranständige Fusionsproteine 
besitzt demnach das Potential, sowohl auf produktionstechnischer als auch auf 
immunologischer Ebene, zur Optimierung oral applizierbarer Impfstoffe beizutragen. Die 
Präsentation der Antigene als genetische Fusion mit der B-Untereinheit des Cholera Toxins 
(CTB) sollte durch ein gezieltes Targeting des Impfstoffes zum Mukosaepithel, bedingt durch 
die Affinität des CTB-Fusionspartners zu seinem nativen Rezeptor Monosialgangliosid GM1 
auf der apikalen Zelloberfläche von Epithelzellen, die Antigenaufnahme über die 
Darmschleimhaut verbessern (I.3.1.1). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die 
chimären Modellantigene CTB-HVR1 und CTB-MPT64 an unterschiedliche Versionen der 
TCR β-Kette mit verkürzter extrazellulärer Domäne fusioniert (TCRCys, TCRhinge und 
TCR, III.1 und III.1.1.1), um den Einfluß der extrazellulären Linkerregionen auf die Stabilität 
der Antigene in der Zellmembran von zwei Tabakvarietäten zu evaluieren. Das immunogene 
Potential des vielversprechensten membranständigen Vakzinkandidaten CTB-HVR1-TCRCys 
wurde nach oraler Verabreichung des essbaren Impfstoffes an Mäuse auf mukosaler und 
systemischer Ebene analysiert. Desweiteren wurde der Einfluss zweier intranasal 
coapplizierter, mukosaler Adjuvantien (modifiziertes MALP-2 und PQS; I.3.1.2, I.3.1.3 und 
II.1.7) auf das immunogene Potential des oral applizierbaren Impfstoffes aus Tabak evaluiert. 
IV.1 Akkumulation der löslichen und membranständigen Antigene  
Die löslichen und membranständigen Modellantigene CTB-HVR1 und CTB-MPT64 wurden, 
im Fall von HVR1 unter der Verwendung einer synthetischen pflanzenkodonoptimierten 
Gensequenz, unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors über Agrobacterium-vermittelte 
Tansformation transient und stabil in den Tabakkultivaren N. tabacum cv. Petit Havana SR1 
und cv. Nft51 sowie BY-2 Suspensionszellen exprimiert. Western Blot bzw. GM1-ELISA 
Analysen bestätigten die funktionale Expression der rekombinanten Fusionsproteine.  
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Die Ergebnisse im GM1-ELISA unter der Verwendung CTB-spezifischer Antikörper zeigten, 
dass die Fusion von CTB-HVR1 bzw. CTB-MPT64 an die verkürzte TCRCys Version der β-
Kette des humanen TCR zu einer durchschnittlich 186– bzw. 1,6–fachen Steigerung der 
Akkumulation pentamerer CTB-Chimäre im transienten System führte. Unter der 
Berücksichtigung der jeweils drei bestproduzierenden Pflanzen der Generationen T0 bis T2, 
resultierte die Expression in transgenem Tabak in eine durchschnittlich 25– bzw. 20-fache 
Steigerung der Akkumulation (Abb. III.3 und Tab. III.2). Ein potentiell toxischer Effekt der 
sekretierten Antigene, den die geringe Regenerationseffizienz zunächst vermuten ließ 
(III.1.2.2), konnte durch den Vergleich der Ergebnisse mit den transienten Ansätzen sowie die 
beobachtete Steigerung der Akkumulation in den Tochtergenerationen (Tab. III.2) 
ausgeschlossen werden. Der direkte quantitative Vergleich der Membranankervarianten 
TCRhinge und TCRCys im GM1-ELISA zeigte erstmals, dass nicht ausschließlich der 
Einfluss der Membranintegration durch Verknüpfung mit TCRβ für die beobachtete 
Akkumulationssteigerung verantwortlich ist. Der stabilisierende Effekt wurde sehr 
wahrscheinlich durch die Dimerisierung zweier verkürzter TCRβ-Ketten, die auf der 
Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbrücke durch Oxidation der Sulfhydrylgruppen 
der Cysteine im hinge-Bereich beruht, signifikant verstärkt. Vermutlich wurden potentiell 
exponierte Proteaseerkennungssequenzen im Fusionskonstrukt durch die Dimerisierung 
zweier CTB-Moleküle maskiert. Dieser Effekt könnte durch eine Pentamerisierung des CTB-
Fusionspartners weiter verstärkt worden sein. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nicht 
geklärt werden, ob die finale Konfiguration der Antigene im Mikromilieu biologischer 
Membranen auf der Stufe eines Dimers persistiert, oder ob die Dimerisierung eine 
Pentamerisierung der CTB-Fusionsproteine begünstigte (IV.2).  
Unabhängig von der Proteinversion konnte eine generell höhere Produktivität des Kultivars 
N. tabacum cv. Petit Havana SR1 beobachtet werden. Die beobachteten 
Akkumulationssteigerungen durch die Membranintegration von CTB-HVR1 und CTB-
MPT64 stehen im Einklang mit generierten und teilweise publizierten Daten der 
membranständigen Expression des scFv24 in Tabak. Die Fusion an die vollständige konstante 
extrazelluläre Domäne der TCRβ-Kette resultierte in eine 36-fache Akkumulationsteigerung 
[123, 262]. Dies bestätigt die prinzipielle Eignung der TCRβ-Kette zur Steigerung der 
Akkumulation rekombinanter Proteine unterschiedlicher Herkunft (Antikörperfragmente, 
virale und bakterielle Antigene) und Molekulargewichte im Pflanzensystem. 
Im Unterschied zur Akkumulation der Modellantigene in Tabakpflanzen ergaben Western 
Blot Analysen der Expression von seketiertem und membranverankerten GFP in BY-2 Zellen 
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eine 5- bis 10-fach höhere Akkumulation der löslichen Variante (III.1.3.2.5). Diese 
Beobachtung korrelierte mit der Abnahme der Akkumulation von TCRCys bzw. TCRβ-
membranverankertem Interleukin-10 und scFv29 im Vergleich zur ER-retardierten bzw. 
sekretierten Variante [129] (persönliche Mitteilung L. Bortesi, Institut für Molekulare 
Biotechnologie der RWTH Aachen). Auffällig war zudem, dass im Unterschied zu CTB-
HVR1-TCRCys, das unter denaturierenden Bedingungen im Western Blot relativ stabil vorlag 
(Abb. III.4), mehr als 50% des GFP-Fusionspartners vom Membrananker abgespalten wurde. 
Dies basierte vermutlich auf einer Sensitivität gegenüber proteolytischem Abbau im 
Fusionsbereich (Abb. III.10-III.12). Offensichtlich ist durch die Fusion von rekombinanten 
Proteinen an potentiell geeignete Plasmamembrananker keine generelle 
Akkumulationssteigerung zu erwarten. Vermutlich hängt eine potentielle Proteinstabilisierung 
in pflanzlichen Membranen nicht nur von den physikochemischen Eigenschaften des 
Zielproteins, sondern von weiteren Faktoren, wie dem Mikromilieu der Zielmembran und der 
Wahl des Transmembrananker, die einen signifikanten Einfluss auf die korrekte Faltung und 
Stabilität heterologer Proteine im Bereich der Membran ausüben können, ab. 
Quantifizierungen der Antigenmenge mit Hilfe von GM1-ELISA und 
Oberflächenplasmonresonanz (SPR) ergaben Differenzen, die außerhalb des 
Schwankungsbereichs bioanalytischer Messverfahren lagen (III.1.2.4). Kontrollen mit Hilfe 
von GM1-ELISA ergaben, dass die zum Zeitpunkt der Analyse bis zu 10-fach geringer 
gemessenen Konzentrationen mittels SPR auf einer Konzentrationsabnahme des im ELISA 
eingesetzten CTB-Standards basierten. Dies wurde auf unterschiedliche 
Lagerungsbedingungen und verschiedene Puffersysteme zur Verdünnung des verwendeten 
Standards zurückgeführt (III.1.2.4).  
Der Vergleich der erzielten CTB-HVR1-TCRCys-Proteinmengen in N. tabacum (Tab. III.2) 
mit publizierten Daten der Akkumulation eines transient in N. benthamiana exprimierten 
CTB-HVR1-Fusionsproteins durch den Einsatz eines viralen Vektorsystems [244] ergab, trotz 
einer potentiellen Überbewertung der Proteinmengen im GM1-ELISA, eine vergleichbare 
Antigenkonzentration. Selbst unter der Berücksichtigung einer 10-fachen 
Konzentrationsüberschätzung konnten im Fall von CTB-HVR1-TCRCys Antigenmengen 
angereichert werden, die einerseits mit transienten viralen Systemen konkurrieren können und 
andererseits prinzipiell mit einer oralen Verabreichung von unprozessiertem Pflanzenmaterial 
im Einklang stehen (III.2.1.1). Der Einsatz des in dieser Arbeit evaluierten Membranankers 
TCRCys als Fusionspartner von Vakzinantigenen könnte damit die erste Hürde auf dem Weg 
zur Entwicklung essbarer Impfstoffe überwinden. 
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IV.2 Funktionalität des CTB-Fusionspartners 
Die Adjuvansfunktion der Cholera Toxin B-Untereinheit (CTB) basiert auf der 
rezeptorvermittelten Aufnahme von CTB und fusionierten Antigenen in Epithelzellen der 
Schleimhäute (I.3.1.1), die auf einer hochspezifischen, multivalenten Bindung an das 
Glycosid-Motiv der Pentasaccharidkette des Gangliosid GM1 (Gal(β 1-3)GalNAc(β 1-
4)(NeuAc(α 2-3))Gal(β 1-4)Glc(β 1-1)-Ceramid) auf ihrer apikalen Membran beruht [297]. 
Mittels kristallographischer Analysen wurden insgesamt fünf Bindestellen auf dem B-
Pentamer identifiziert, die eine kooperative Bindung mit fünf GM1 Kopien eingehen [298, 
299]. Die individuellen Bindungstaschen werden vorwiegend durch Aminosäurereste eines 
Monomers ausgebildet. Der Glycinrest an Position 33 (Gly-33) der benachbarten 
Polypeptidkette ist jedoch an der GM1-Bindung beteiligt, was eine Pentamerisierung von 
CTB voraussetzt, und ist, wie auch Trp-88, essentiell für die Rezeptorbindung [300, 301]. 
Gemäß vorliegender 3-D Strukturmodelle konnten mehr als ein Dutzend weiterer 
Aminosäurereste des CTB identifiziert werden, die direkt oder indirekt an der 
Pentasaccharidbindung beteiligt sind [298]. Ihr genauer Beitrag zur GM1-Bindungsaffinität 
konnte aber noch nicht vollständig aufgeklärt werden [302]. 
Die Carrierfunktion von CTB im Kontext genetischer CTB-Antigen-Konjugate basiert auf der 
Fähigkeit der CTB-Einheiten, trotz N- oder C-terminaler Antigenfusionen, in die pentamere 
Form zu assemblieren (s.u.). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Funktionalitätsanalysen mittels GM1-ELISA und SPR bestätigten die GM1-Bindungsaffinität 
des CTB-Fusionspartners der löslichen und membranständigen CTB-Fusionsproteine nach 
Extraktion aus transient sowie stabil transformierten Tabakpflanzen (III.1.2.1 und III.1.2.2). 
In Übereinstimmung mit früheren Befunden war pflanzenexprimiertes CTB befähigt, 
unabhängig vom C-terminalen Fusionspartner, seine funktionale Konfiguration einzunehmen 
(s.u.). Die Funktionalität von CTB-HVR1 in Nicotiana Spezies wurde bereits von Nemchinov 
et al. (2000) gezeigt. Frühere Beobachtungen der Biogenese des Holotoxin-Komplexes von 
CT und des nah verwandten hitzelabilen Enterotoxins aus E. coli (Etx) weisen darauf hin, 
dass sowohl die Ausbildung der Tertiärstruktur der individuellen Polypeptidketten als auch 
ihre Zusammenlagerung in die pentamere B-Untereinheit bzw. den heterohexameren 
Holotoxin-Komplex im Periplasma erfolgen [303-305]. Analog zur nativen Expression in 
V. cholerae erfolgte in dieser Arbeit durch die Verwendung einer murinen Signalsequenz ein 
heterologes Targeting der CTB-Fusionsproteine in den sekretorischen Weg (III.1.1.1 und 
III.1.1.2). Im pflanzlichen ER erfolgte offensichtlich die korrekte Faltung und 
Zusammenlagerung der monomeren Polypeptidketten in die pentamere Struktur, die 
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Voraussetzung für die Bindung an GM1 ist. Die Sekretion von CTB ist jedoch offensichtlich 
nicht essentiell für die Assemblierung der monomeren CTB-Untereinheiten in die oligomere 
Form. Die funktionale ER-retardierte [187, 306] sowie plastidäre Expression von CTB nach 
stabiler Integration in das Chloroplasten-Genom [100, 307-310] bestätigt die korrekte Faltung 
und offeriert die Möglichkeit der Nutzung alternativer Expressionstrategien zur 
Akkumulationssteigerung von CTB. Das Cytosol ist generell aufgrund der vorherrschenden 
reduzierenden Bedingungen weniger für die Expression multimerer Proteine geeignet. Eine 
effiziente Pentamerisierung von CTB konnte weder im Cytoplasma von E. coli noch von 
Pichia pastoris nachgewiesen werden [274, 311, 312]. Offensichtlich wird die 
Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten durch eine Aufkonzentrierung im 
Apoplast bzw. Lumen von Organellen begünstigt [274], ein Mechanismus, der der 
Assemblierung des Holotoxins im Periplasma des Gram-negativen Bakteriums V. cholerae 
ähnelt [303]. 
Da die Funktionalitätsanalysen ausschliesslich nach der Extraktion von Gesamtprotein mit 
detergenzhaltigem Puffer, d.h. nach der Solubilisierung von Membranproteinen erfolgten, 
erlaubten die GM1-ELISA Analysen keinen Rückschluss auf die Pentamerisierung der CTB-
Fusionsproteine im Pflanzensystem bzw. in pflanzlichen Membranen. Erste Hinweise auf die 
Funktionalität von CTB im Kontext pflanzlicher Membanen lieferte die Immobilisierung von 
in Membranfraktionen enthaltenen CTB-Fusionsproteinen auf GM1-beschichteten 
Mikrotiterplatten im Rahmen von GM1-ELISA Analysen (Ergebnisse nicht gezeigt). In der 
Literatur liegen bislang jedoch keine Daten vor, die die Funktionalität von CTB im 
Mikromilieu pflanzlicher Membranen bestätigen könnten. 
Der Einfluss einer potentiellen N-Glykosylierung auf die Funktionalität des CTB-
Fusionspartners wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert. Publizierte Daten weisen 
darauf hin, dass eine pflanzentypische Glykosylierung der potentiellen N-
Glykosylierungsstelle innerhalb der CTB-Proteinsequenz (III.1.2.3) zu einer erhöhten GM1-
Bindungsaffinität führt [273]. Größenbestimmungen im Western Blot ergaben jedoch, dass 
CTB-HVR1-TCRCys vermutlich überwiegend in der unglykosylierten Form vorliegt 
(III.1.2.3; Abb. III.4). 
Der Vergleich der Akkumulation der Modellantigene CTB-HVR1-TCRCys und CTB-
MPT64-TCRCys ergab im Fall von CTB-HVR1 einen deutlich höheren Einfluss der 
Membranverankerung auf die Antigenmenge (III.1.2.2). Der signifikante Größenunterschied 
zwischen HVR1 und MPT64 (Tab. III.1) gab Anlass zu der Fragestellung, ob die 
beobachteten Konzentrationsunterschiede der im GM1-ELISA berücksichtigten pentameren 
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Formen auf einem differentiellen Einfluss der Membranverankerung auf die Proteinstabilität 
oder auf einer sterischen Behinderung der Pentamerisierung durch den größeren 
Fusionspartner MPT64 beruhten. Gemäß vorliegender Forschungsergebnisse können größere 
Fusionspartner einen massiven Einfluss auf die Funktionalität der CTB-Einheit ausüben, was 
den Einsatz von CTB als mukosales Carriermolekül für höhermolekulare Antigene 
einschränkt [274]. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen im GM1-ELISA 
und mittels SPR lieferten jedoch keinen Hinweis auf einen negativen Einfluss von MPT64 auf 
die Funktionalität des CTB-Fusionspartners. Desweiteren bestätigen zahlreiche Beispiele in 
der Literatur das Potential einer funktionalen Expression von chimärem CTB mit größeren C-
terminalen Fusionspartnern [195, 307, 313, 314]. 
Neben der Größe des Fusionspartners kann offensichtlich auch der Insertionsort einen 
signifikanten Einfluss auf die Funktionalität des rekombinanten CTB-Moleküls ausüben [312, 
315]. Generell scheinen C-terminale Fusionen im Vergleich zu N-terminalen und dualen 
Fusionen jedoch eine wesentlich geringere Auswirkung auf die Pentamerisierungseffizienz 
auszuüben. Offensichtlich spielt auch hier die Größe des Fusionspartners eine Rolle, da die 
Wahrscheinlichkeit des Auftretens sterischer Probleme bei kleineren Molekülen wesentlich 
geringer ist. So bestätigen zahlreiche publizierte Befunde die Assemblierung chimärer CTB-
Fusionsproteine mit niedermolekularen Fusionspartnern in die GM1 Rezeptor-bindende Form 
[196, 316-319]. Selbst die Insertion eines HIV-1-gp120-Epitopes innerhalb der CTB-
Proteinsequenz erlaubte die Assemblierung der monomeren CTB-Chimäre in die funktionale, 
pentamere Form [320]. 
Die eingeschränkte Nutzung von CTB für die genetische Konjugation größerer Zielproteine 
limitiert den Einsatz des mukosalen Carriermoleküls für eine Vielzahl höhermolekularer 
medizinisch relevanter Antigene, deren potentiell protektive Epitope noch nicht identifiziert 
sind bzw. für die Induktion spezifischer Immunität gegen konformationelle Epitope, die nur 
im Kontext des Volllängenproteins gewährleistet ist. Die Optimierung der CTB-Carrier-
Technologie ist derzeit Gegenstand aktueller Forschung. Die genetische Fusion von 
Zielantigenen an detoxifizierte Versionen der A2-Untereinheit des Cholera Toxins mit dem 
Ziel der Assemblierung in Holotoxin-ähnlicher Komplexe hat sich in einigen Fällen als 
erfolgreich erwiesen [321, 322]. Dies ist jedoch aufgrund der häufig beobachteten niedrigen 
Assemblierungseffizienz der A- und B-Untereinheiten nur eingeschränkt einsetzbar [195, 
323]. Weitere Studien verfolgen die Reduktion der sterischen Behinderung durch die 
Coexpression von unfusioniertem CTB und resultierten in die erfolgreiche Steigerung der 
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Pentamerisierungseffizienz heteropentamerer CTB-Moleküle im Vergleich zur 
homopentameren Version [274]. 
IV.3 Funktionalität der TCRCys-Membranankervariante 
Neben der Funktionalität der konstanten Region der humanen TCR β-Kette in planta [123] 
wurde ebenfalls die funktionale Expression weiterer Transmembrananker nicht pflanzlichen 
Ursprungs im Pflanzensystem nachgewiesen. Immunfluoreszenzmikroskopische und 
elektronenmikroskopische Analysen der Lokalisation der transmembranen schweren Kette 
des murinen γ1 Immunglobulins [122] sowie der chimären scFv29-pIgR und scFv29-pIgRmut, 
Fusionsprodukte aus dem anti-TMV spezifischen scFv29 und dem humanen poly-Ig-Rezeptor 
(pIgR) bzw. einer Variante mit mutiertem Endozytosesignal [129], und scFv24-PDGFR 
basierend auf der Transmembrandomäne des humanen „platelet–derived growth factor 
receptor“ (PDGFR) [123] bestätigten die korrekte Lokalisation der Proteinkonstrukte. 
In der vorliegenden Arbeit wurden ein murines Signalpeptid (LPH) und verkürzte Versionen 
der humanen TCR β-Kette verwendet, um ein heterologes Targeting der Modellantigene 
CTB-HVR1 und CTB-MPT64 zur Pflanzenzellmembran zu bewirken (III.1.1.1 und III.1.1.2). 
Die Funktionalität der vielversprechensten Membranankervariante TCRCys wurde durch 
biochemische und konfokal-fluoreszenzmikroskopische Arbeiten analysiert. Nachdem die 
immunfluoreszenzmikroskopische Analyse von Protoplasten CTB-HVR1-TCRCys- und 
CTB-MPT64-TCRCys-exprimierender BY-2 Zellen keine eindeutigen Hinweise auf die 
Membranintegrität der Proteinkonstrukte lieferte (III.1.3.1), erfolgte die Generierung von 
löslichen und membranständigen GFP-Fusionskonstrukten, die weiteren Aufschluss über die 
Funktionalität des TCRCys-Membranankers geben sollten (III.1.3.2). 
Erste Hinweise auf die funktionale Expression der TCRCys-Membranankervariante in Tabak 
lieferte die Abwesenheit intakter membranständiger Fusionsproteine im Kulturüberstand 
GFP-TCRCys- und CTB-MPT64-TCRCys-GFP-produzierender transgener BY-2 
Zellkulturen im Western Blot, obwohl ein eindeutiger Nachweis der intakten Fusionsproteine 
im Zellextrakt möglich war (Abb. III.11). In Western Blot Analysen von BY-2 Zellextrakten 
und Kulturüberständen konnten selbst nach 10-tägiger Inkubation ausschliesslich im 
Kulturüberstand GFPapo-produzierender BY-2 Zellen spezifische Proteinbanden detektiert 
werden, die vorwiegend GFPapo ohne N-terminalen 20aa Linker entsprachen. Der Linker 
wurde bereits in früheren Studien eingesetzt und sollte die korrekte Faltung der individuellen 
Fusionspartner garantieren [280]. Ein schneller proteolytischer Abbau von GFP nach einer 
möglichen Freisetzung der membranständigen Konstrukte in den Kulturüberstand wurde 
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durch die beobachtete Inkubationszeit-abhängige Zunahme des GFP-Signals im Überstand 
GFPapo-exprimierender BY-2 Zellen ausgeschlossen (Abb. III.11.A-III.C). 
Das signifikant hohe intrazelluläre Signal im Vergleich zur extrazellulären GFP-
Konzentration nach 4-tägiger Inkubation GFPapo-produzierender BY-2 Zellkulturen zeigte, 
dass GFPapo auffällig langsam in den Kulturüberstand sekretiert wurde (Abb. III.11.A). 
Einerseits ist eine enzymatische Abspaltung des Linkers durch Proteasen im Kulturüberstand 
denkbar. Andererseits könnte die langsame Sekretion von GFP jedoch auch ein Anzeichen 
dafür sein, dass die hydrophoben Sequenzanteile des Linkers, vermutlich aufgrund einer 
Interaktion mit lipophilen Komponenten biologischer Membranen, mit der schnellen 
Freisetzung von löslichem GFP in den Kulturüberstand interferierten. Obwohl die Analyse 
der Proteinsequenz mit Hilfe des „Transmembran Prediction Server`s“ TMHMM GFPapo als 
lösliches Protein klassifizierte, besteht die Möglichkeit, dass der überwiegende Anteil von 
GFPapo aufgrund einer erhöhten Affinität des 20aaLinkers zu Membranstrukturen so lange in 
Kompartimenten des sekretorischen Weges bzw. an der Zellmembran zurückgehalten wird, 
bis es zur proteolytischen Abspaltung der Linkersequenz kommt. Die zweite Theorie wurde 
durch die Analyse der Membranfraktion GFPapo-produzierender BY-2 Zellen im Western 
Blot bekräftigt, die ausschliesslich den Nachweis des intakten 20aaLinker-GFP erlaubte (Abb. 
III.12.A). Der Einsatz des 20aaLinker-GFP-Konstruktes als sekretiertes Kontrollprotein 
erwies sich demnach im Nachhinein als ungünstig, da die hydrophoben Reste des Linkers die 
Aussagekraft der biochemischen und fluoreszenzmikroskopischen (s.u.) Funktionalitäts-
analysen des gewählten Transmembranankers abschwächten. 
Der Nachweis intakter GFP-Fusionsproteine im Western Blot durch den Einsatz eines GFP-
spezifischen Antikörpers wurde durch die Generierung von Proteaseschnittstellen im 
Fusionsbereich erschwert, die in die Abspaltung signifikanter GFP Mengen vom 
Membrananker und die nachfolgende Sekretion des löslichen GFP ohne 20aaLinker in den 
Kulturüberstand GFP-TCRCys-produzierender BY-2 Zellen resultierte (Abb.III.11.D). 
Konzentrationsabschätzungen anhand von Western Blots ergaben, dass bereits nach 4-tägiger 
Inkubation bis zu 50% des GFP-Reporterproteins vom Membrananker abgespalten wurden, 
während nach zehn Tagen ausschließlich abgespaltenes GFP detektiert werden konnte (Abb. 
III.11.C). Die Inkubationszeitabhängige Freisetzung des GFP-Reporters vom Membrananker 
bestätigte, dass die GFP-Abspaltung in vivo erfolgte und nicht erst nach der 
Gesamtproteinextraktion. 
Die Analyse der Überstände und Membranfraktionen nach Ultrazentrifugation von 
Zellhomogenaten transgener GFPapo-, GFP-TCRCys- und CTB-MPT64-TCRCys-GFP-
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exprimierender BY-2 Zellen im Western Blot (Abb. III.12.A-III.12.C). ergab, dass 
erstaunlicherweise nicht nur die membranständigen Proteinkonstrukte, sondern ebenfalls das 
sekretorische Kontrollkonstrukt GFPapo in der Membranfraktion nachgewiesen werden 
konnte (Abb. III.12.A). Während im Fall von GFPapo jedoch ausschliesslich intaktes 
20aaLinker-GFP in der Membranfraktion akkumulierte, vermutlich aufgrund seiner Affinität 
zu Membranstrukturen (s.o.), konnte zumindest im Fall von GFP-TCRCys-produzierenden 
BY-2 Zellen überwiegend GFP-TCRCys ohne 20aaLinker detektiert werden (Abb. III.12.B). 
Im Fall CTB-MPT64-TCRCys-GFP-produzierender BY-2 Zellen konnte eine Anreicherung 
des intakten Membranproteins ausschliesslich in der Membranfraktion beobachtet werden 
(Abb. III.12.C), während ein gewisser Anteil von GFP-TCRCys in den Überstand nach 
Ultrazentrifugation sowie in die Waschfraktion freigesetzt wurde (Abb. III.12.B). Diese 
Beobachtung konnte durch den Vergleich mit GM1-ELISA Analysen der Überstände nach 
Ultrazentrifugation und Membranfaktionen CTB-HVR1-TCRCys- und CTB-MPT64-
TCRCys-produzierender BY-2 Zellen bestätigt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies 
lieferte Hinweise auf eine relativ instabile Membranverankerung der Proteinkonstrukte durch 
Verknüpfung mit TCRCys.  
Der T-Zell-Rezeptor-Komplex besteht ursprünglich aus insgesamt sieben integralen 
Proteinen, der TCRα- und β-Kette mit variablen Regionen, die für die spezifische 
Antigenerkennung verantwortlich sind, und den invarianten Proteinen des CD3-Komplexes. 
Dieser besteht aus CD3γ, CD3δ, CD3ε und dem über Disulfidbrücken assoziierten ζ-Dimer, 
welche den intrazellularen Transport von TCRα und TCRβ und die Kommunikation mit dem 
Signaltransduktionsweg kontrollieren [324]. Die Transmembrandomänen der CD3 Proteine 
[325] und der α- und β-Kette enthalten unüblicherweise geladene Aminosäurereste mit 
entgegengesetzter Ladung, die für die Assemblierung und den Transport des Rezeptor-
Komplexes zur Zelloberfläche essentiell sind [326, 327]. In T-Zellen erfolgt während der 
Assemblierung des Rezeptor-Komplexes die Neutralisierung des basischen Lysinrestes der β-
Kette bzw. des basischen Lysin- und Argininrestes der α-Kette durch die sauren 
Aminosäurereste der CD3-Proteine [328, 329]. Der fehlende Ladungsausgleich durch die 
Expression von TCRβ ohne Anwesenheit der CD3-Proteine könnte durch die positive Ladung 
innerhalb des lipophilen Milieus der Membran für die beobachtete Instabilität der 
Membranverankerung verantwortlich sein. Der semiquantitative Vergleich der Überstände 
und Membranfraktionen nach Ultrazentrifugation GFP-TCRCys- und CTB-MPT64-TCRCys-
GFP-exprimierender BY-2 Zellen gibt einen Hinweis darauf, dass die Membranverankerung 
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möglicherweise durch das C-terminal an TCRCys fusionierte 20aaLinker-GFP 
Fusionskonstrukt stabilisiert werden konnte (Abb. III.12.B und III.12.C). 
Obwohl die Fusion an TCRCys eher zu einer instabilen Verankerung in die Membran führte, 
offeriert die erfolgreiche Anreicherung der membranständigen Proteine in der 
Membranfraktion die generelle Möglichkeit zur kosteneffektiven Reinigung und 
Aufkonzentrierung von rekombinanten Transmembranproteinen ohne den Einsatz kosten- und 
zeitintensiver chromatographischer Techniken und anschliessender Entfernung von 
Affinitätstags. 
Der Einsatz von GFP als Reporterprotein ermöglichte durch den Vergleich der subzellulären 
Signalakkumulation in GFPapo-, GFP-TCRCys- und CTB-MPT64-TCRCys-GFP-und CTB-
HVR1-TCRCys-GFP-produzierendem Tabak sowie BY-2 Zellen in in vitro und in vivo 
Analysen weitere Aussagen über die Funktionalität des Membranankers. Die durchgeführten 
fluoreszenzmikroskopischen Analysen bestätigten die Sekretion von GFPapo in den Apoplast 
(Abb. III.14.A) sowie den Ausschluss von Fluoreszenz im Interzellularraum angrenzender 
GFP-TCRCys- und CTB-MPT64-TCRCys-GFP-produzierender Blattepithelzellen (Abb. 
III.14.B und III.14.C). Die Abwesenheit des membranständigen GFP im Apoplast sowie der 
schmale Cytoplasmasaum in Kombination mit dem geringen Auflösungsvermögen des 
konfokalen Mikroskopes, erlaubten jedoch keinen direkten Nachweis der 
Membranintegration. Zudem wurde, mit Ausnahme einer Inkubationszeit-abhängigen 
Akkumulation von löslichem GFPapo in der Vakuole transgener BY-2 Zellen sowie einem 
Nachweis des GFP-Signals im Nukleoplasma transient transformierter Blattepidermiszellen, 
ein relativ ähnliches Fluoreszenzmuster in allen analysierten Zell- bzw. Pflanzenlinien 
beobachtet (Abb. III.13). Die Signalanreicherung im Nukleoplasma infiltrierter GFPapo-
produzierender Blattepidermiszellen (Abb. III.13.A, rechts und Abb. III14.A) wurde aufgrund 
von fehlenden Fluoreszenzsignalen im Zellkern von BY-2 Zellen und Protoplasten auf eine 
stressinduzierte Autofluoreszenz im Bereich des Zellkerns zurückgeführt. Ein retrograder 
Transport fehlgefalteter Proteine aus dem ER ins Cytosol im Rahmen eines Qualitätskontroll-
Mechanismuses („ER-associated degradation (ERAD) pathway“), der in früheren Studien in 
Tabak für die Akkumulation von sekretorischem GFP im Nukleoplasma verantwortlich 
gemacht wurde, wurde als eher unwahrscheinlich angesehen [330]. Unabhängig von einer 
Fusion an die Membranankervariante TCRCys akkumulierte das intrazelluläre GFP-Signal 
sowohl im Randbereich der Zellen als auch im Bereich der Cytoplasmastränge sowie im 
Bereich der Nukleusmembran und erschwerte eine exakte Aussage über die 
Membranintegration der Proteinkonstrukte (Abb. III.13.A-III.13.D). Eine Lokalisation im 
Diskussion  125 
Cytoplasma wurde ausgeschlossen, da die Fusionsproteine mit einem funktionalen 
Signalpeptid ausgestattet sind, das einen cotranslationalen Transport ins ER garantiert. Die 
Analyse verschiedener konfokaler Zellebenen zeigte sowohl für lösliches als auch 
membranständiges GFP eine Akkumulation des GFP-Signals im Bereich der 
Nukleusmembran (Abb. III.13.A-III.13.D). Der elektronenmikroskopische Nachweis von 
scFv24-TCRβ in der Nukleusmembran in früheren Arbeiten lieferte Hinweise auf eine 
Integration in die Kernmembran [123]. Die Anfärbung von charakteristischen netzartigen und 
feinpartikulären Strukturen (Abb. III.15.A-III.15.C) konnte durch den Vergleich mit früheren 
Studien auf eine Lokalisation im ER-Netzwerk und vermutlich in Golgi-Stapeln 
zurückgeführt werden [331-333]. Die signifikante Fluoreszenzakkumulation in 
Kompartimenten des sekretorischen Apparates erschien im Fall GFPapo-exprimierenden 
Zellen nicht verwunderlich, da die Analyse der Kulturüberstände auf eine relative langsame 
Sekretion hinwies (Abb. III.11) und sich somit ein signifikanter Anteil des apoplasmatisch 
exprimierten GFP zum Zeitpunkt der Analyse noch in den Kompartimenten des 
sekretorischen Wegs befunden haben könnte. Die Akkumulation der membranständigen GFP-
Konstrukte im ER-Netzwerk erschien im Vergleich zu publizierten Befunden der 
membranständigen Expression heterologer transmembranärer Proteine im Pflanzensystem 
ungewöhnlich hoch [331]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vergleichende 
immunfluoreszenzmikroskopische Studien der Signalakkumulation in Protoplasten CTB-
HVR1-TCRCys- bzw. CTB-MPT64-TCRCys- und scFv29-pIgRmut-produzierenden BY-2 
Zelllinien durchgeführt (Ergebnisse nicht gezeigt). Dabei akkumulierte scFv29-pIgRmut 
vorwiegend im Randbereich der Protoplasten, während das von CTB-HVR1-TCRCys und 
CTB-MPT64-TCRCys ausgehende Fluoreszenzsignal, vergleichbar mit scFv29-TCRβ [129], 
vorwiegend in cytoplasmatischen Strängen beobachtet wurde. Dies deutete auf eine 
Lokalisation der TCRCys-basierten Proteinkonstrukte in Membranen von 
Zellkompartimenten des Proteinexportapparates hin. 
Frühere fluoreszenz- und immunelektronenmikroskopische Studien zur Lokalisation von 
artifiziellen Transmembranproteinen mit unterschiedlich verkürzter TMD haben gezeigt, dass 
die finale Lokalisation von Membranproteinen in Pflanzenzellen von der Länge der 
Transmembrandomäne abhängt. Dabei konnten Membranproteine mit einer 22 und 23 
Aminosäuren umfassende Transmembrandomäne nachweislich in der Pflanzenzellmembran 
verankert werden, während Membranproteine mit verkürzten Transmembrandomänen von 17 
und 20 Aminosäuren in Membranen des ER bzw. Golgi-Apparates zurückgehalten wurden 
[331]. Vorhersagen einer potentiellen Membranintegration und Abschätzungen der Länge der 
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Transmembrandomänen durch die Analyse der Proteinsequenzen im TMHMM Programm 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) prognostizierten für CTB-HVR1-TCRCys, CTB-
MPT64-TCRCys und GFP-TCRCys eine 23 Aminosäuren umfassende 
Transmembrandomäne und stimmten daher nicht eindeutig mit den Ergebnissen der 
fluoreszenzmikroskopischen Analysen überein. Da subzelluläre Strukturen im schmalen 
Cytoplasmasaum von Pflanzenzellen im konfokalen Mikroskop nicht aufgelöst werden 
können, konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein gewisser Anteil des GFP-
Signals im Randbereich der Zellen ebenfalls auf eine partielle Akkumulation der 
membranständigen GFP-Konstrukte in der Zellmembran zurückzuführen war. Über die 
Ursachen der Zurückhaltung der TCRCys und TCRβ-basierenden Proteinkonstrukte in 
Kompartimenten des sekretorischen Apparates kann nur spekuliert werden. In früheren 
Studien der heterologen Expression der TCRβ-Kette in Säugetierzellen wurde eine ER-
Retention und ein proteolytischer Abbau der TCRβ-Kette beobachtet, wenn diese ohne die 
Proteine des CD3 Komplexes exprimiert wurde [334, 335]. Übereinstimmende Resultate 
ergab die Expression der TCRα-Kette in „Knock-out“ T-Zellen und Fibroblasten [336, 337]. 
Weiterhin konnte die Stabilität und ein korrektes Targeting der TCRβ-Kette durch die 
Coexpression von CD3 Proteinen in Säugetierzellen signifikant gesteigert werden [338], 
vermutlich aufgrund der Maskierung intrinsischer Proteaseerkennungssequenzen durch das 
Rezeptor-Assembly [336]. 
Obwohl ein elektronenmikroskopischer Nachweis der membranständigen Antigene nicht 
möglich war, konnte unter der Berücksichtigung aller Befunde eine funktionelle in planta 
Expression des TCRCys-Membranankers als sehr wahrscheinlich angesehen werden. Dies 
bestätigt generell die Eignung des heterologer Membranankers TCRCys zur Verankerung von 
Zielproteinen in pflanzlichen Membranen. Im Vergleich zu anderen Membranankern führt die 
Fusion von Zielproteinen an TCRCys (und TCRβ) jedoch eher zu einem heterologen 
Targeting in die ER- und evtl. auch Golgi-Membran als zu einer finalen Lokalisation in der 
Zellmembran. 
IV.4 Orale Immunisierungen 
IV.4.1 Mukosales Immunsystem im Darm 
Die Schleimhautoberflächen des Gastrointestinal-, Respirations- und Genitaltraktes stellen die 
wichtigsten Eintrittspforten für infektiöse Erreger dar. Dabei bildet die Darmschleimhaut die 
weitaus größte Kontaktoberfläche mit der Außenwelt. Die spezifische morphologische 
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Struktur der intestinalen Mukosa erlaubt auf der einen Seite die Resorption und den 
effizienten Transport von Nahrungsbestandteilen und Wasser ins Gefäßsystem, verhindert 
aber gleichzeitig den unphysiologischen Durchtritt pathogener Antigene und 
Mikroorganismen [339]. Das Darmepithel besteht überwiegend aus resorptiven Enterozyten, 
die über Tight junctions verbunden sind. Darin eingebettet liegen Mukus-produzierende 
Becherzellen, endokrine Zellen, die regulatorische Funktionen ausüben, M-Zellen (s.u.), 
undifferenzierte Stammzellen, sowie Panethsche Körnerzellen, die Bestandteile des 
angeborenen mukosalen Immunsystems sind. Im menschlichen Organismus ist das 
Epithelium durch intestinale Ausstülpungen der Lamina propria (Villi) und den dichten 
Besatz der Epithelzellen mit Mikrovilli auf eine Resorptionsfläche von bis zu 400 m2 
vergrößert [296]. Dieses sogenannte Villus-Epithelium wird von einer Schicht aus 
sekretiertem Mukus und einer relativ dicken Glykocalyx aus Glykoproteinen und 
Glykolipiden überlagert. Unter physiologischen Bedingungen wird, mit Ausnahme von 
enteroinvasiven Pathogenen, die spezielle Strategien entwickelt haben um ihre Endozytose 
durch Epithelzellen zu induzieren, die transzelluläre Aufnahme von größeren partikulären 
Antigenen in Enterozyten durch die stark ausgeprägte Glykocalyx verhindert [138].  
Das Darmepithel steht sowohl räumlich als auch funktionell in engem Kontakt mit den 
Komponenten des darmassoziierten Immunsystems (GALT, gut-associated lymphoid tissue) 
[340]. Es kann prinzipiell in zwei Bereiche gegliedert werden: organisierte 
Lymphozytenpopulationen wie die Peyer`schen Plaques, die mesenterialen Lymphknoten 
(MLN) und der Appendix (O-MALT, organized mucosa-associated lymphoid tissue) sowie 
diffuse, nicht organisierte Zellpopulationen (D-MALT, diffuse mucosa-associated lymphoid 
tissue) zu denen die intraepithelialen Lymphozyten (IEL) und die Lymphozytenpopulationen 
der Lamina Propria (LPL) zählen, die sich phänotypisch und funktionell von den peripheren 
zirkulierenden T-Zellen unterscheiden und unabhängig vom systemischen Immunsystem 
agieren [292, 341]. Durch den permanenten Antigenstimulus sind über 95% der Lymphozyten 
im Darm Gedächtniszellen [342]. Zentrale Aufgabe des intestinalen Immunsystems ist es mit 
hoher Selektivität pathogene von apathogenen Substanzen zu unterscheiden, um einerseits die 
Kolonisation und Penetration pathogener Mikroorganismen und Antigene zu verhindern, 
andererseits aber kommensale Bakterien der Darmflora und Nahrungsantigene als harmlos zu 
erkennen und zu tolerieren [343, 344]. Aufgrund des starken Vorkommens anti-
inflammatorischer Cytokine wie IL-4 und IL-10 werden an mukosalen Oberflächen 
überwiegend Th2-vermittelte Immunantworten induziert, zelluläre Immunantworten spielen 
eher eine untergeordnete Rolle [345]. Der wichtigste Mediator mukosaler Immunität ist 
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sekretorisches IgA (sIgA) und bedingt auch IgM. Die Funktion von IgM beschränkt sich 
vorwiegend auf die Inhibition der Kolonisation und Invasion von Erregern und Antigenen 
über das Mukosaepithelium durch Agglutination und Neutralisierung [346], sowie deren 
Rücktransport aus der Lamina Propria in das Darmlumen [347, 348]. Antikörper der IgA-
Immunglobulinklasse liegen als dimere Moleküle vor, die über eine einzelne J(„Joining“) 
Kette assoziiert sind. IgA gelangt nach selektiver Bindung an polymere Immunglobulin-
Rezeptoren (Poly-Ig-Rezeptor, pIgR) auf der basalen Membran von Epithelzellen des Villus-
Epitheliums, Internalisierung und Transport in transzytotischen Vesikeln über das Epithelium 
und wird in mukosalen Sekretionen freigesetzt [349]. Der extrazelluläre Anteil des pIgR, die 
sekretorische Komponente, verbleibt nach enzymatischer Spaltung am Antikörper-Molekül 
und erhöht die Resistenz von sIgA gegenüber proteolytischer Spaltung durch 
Verdauungsenzyme. Antikörper der IgG-Klasse spielen bei der Infektabwehr an den 
Schleimhäuten nur eine untergeordnete Rolle und werden aufgrund einer hohen Sensititvität 
gegenüber proteolytischer Aktivität in mukosalen Sekreten in bis zu 100-fach geringeren 
Konzentrationen nachgewiesen [20]. 
Die transepitheliale Aufnahme luminaler Antigene erfolgt im Bereich des Follikel-
assoziiertes Epitheliums (FAE). Dies überlagert Darmabschnitte in denen die 
Lymphozytenansammlungen der Peyer`schen Plaques lokalisiert sind und ist durch das 
Vorkommen spezialisierter M(microfold, membraneous)-Zellen charakterisiert. M-Zellen 
haben sich morphologisch und funktionell an die endozytotische Aufnahme vorwiegend 
partikulärer Antigene angepasst. So weisen M-Zellen im Gegensatz zu Enterozyten keinen 
Bürstensaum und kein starres Cytoskelet auf. Sie sind auf ihrer apikalen Oberfläche von einer 
relativ dünnen Glykocalyx überlagert und durch Einstülpungen der basolateralen 
Zellmembran, in denen immunologisch relevante Zellen des GALT lokalisiert sind, 
charakterisiert [350, 351]. Die Antigenaufnahme erfolgt durch rezeptorvermittelte oder 
rezeptor-unabhängige Endozytose, wobei die Antigenaufnahme durch vorherige 
Rezeptorbindung begünstigt wird. Die Antigene werden vorwiegend unprozessiert in 
Richtung Lamina Propria abgegeben, von denritischen Zellen aufgenommen und 
anschliessend naiven T-Zellen der Peyer’schen Plaques präsentiert [352]. Ein Teil der 
aktivierten Lymphozyten tritt in die Zirkulation ein und erlaubt, durch die selektive Bindung 
von spezifischen Adhäsionsmolekülen auf ihrer Oberfläche an mukosale Adressine, die 
Rezirkulation in lokale, aber auch entfernte mukosale Effektorregionen („Homing“) [353]. 
Lymphozyten, die in den MLN’s aktiviert wurden, können nach Eintritt in die Blutgefäße 
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ebenfalls systemische Abwehrreaktionen in den peripheren Lymphorganen des gesamten 
Organismus induzieren [354]. 
IV.4.2 Wirksamkeit des CTB-HVR1-TCRCys-basierten oralen Impfstoffes 
Die Immunisierungsstrategie der vorliegenden Arbeit basierte auf einer potentiell partikulären 
Präsentation des oral applizierten Modellantigens CTB-HVR1-TCRCys durch Fusion an die 
Membranankervariante TCRCys. Dies sollte die Akkumulation und Aufnahme des 
Impfstoffes durch M-Zellen optimieren. Die rezeptorspezifische Bindung des genetisch 
konjugierten mukosalen Carriers CTB an den Zelloberflächenrezeptor Gangliosid GM1 sollte 
zu einem selektiven Targeting des Vakzinantigens zur intestinalen Epithelmembran führen. 
Der Tabak-basierte Impfstoff der vorliegenden Arbeit wurde in verschiedenen 
Präparationsvarianten mit und ohne die mukosalen Adjuvantien BPPCysPEG (modifiziertes 
MALP-2) und PQS-PEG in einer Prime-Boost-Impfstrategie in Form von Tabakfutterpellets 
Mäusen verabreicht. Zu definierten Zeitpunkten wurden Stuhl- und Serumproben entnommen 
(Abb. III.19) und die Effektivität der Impfstoffkompositionen auf mukosaler und humoraler 
Ebene durch Ermittlung der antigenspezifischen lokalen IgA- und Serum-IgG-
Antikörperantworten gegen CTB und HVR1 evaluiert. 
Trotz mehrfacher Boosterung konnten, unabhängig von der Impfstoffkomposition, weder auf 
systemischer noch auf lokaler Ebene CTB- bzw. HVR1-spezifische Antikörper nachgewiesen 
werden (III.3.3.3.1, III.3.3.3.3 und III.3.3.4), obwohl zahlreiche Studien die generelle 
Immunogenität pflanzenproduzierter Antigene belegen (I.2.1) und die grundsätzliche 
Immunogenität beider Antigene im Rahmen einer mukosalen Verabreichung bereits bestätigt 
wurde (s.u.). In früheren Studien konnte die Induktion einer mukosalen und systemischen 
Immunität nach intranasaler Applikation eines auf CTB-HVR1 basierenden Impfstoffes aus 
Nicotiana benthamiana in Mäusen nachgeweisen werden. Dies bestätigt das Vorhandensein 
definierter muriner Th2-Epitope und die grundsätzliche Erhaltung der biochemischen und 
immunogenen Eigenschaften von HVR1 im Fusionskonstrukt mit CTB und damit die 
generelle Eignung von HVR1 im Rahmen einer mukosalen Immunisierung von Mäusen 
[244]. Desweiteren führte die orale Applikation von in Feldsalat produziertem R9(HVR1)-
VLP`s zur Induktion humoraler Immunantworten in Kaninchen [355]. 
Generell wirken intranasale Immunisierungen jedoch effektiver als orale Immunisierungen, da 
sie unabhängig von einer potentiellen Sensitivität der Vakzinantigene gegenüber 
proteolytischer Aktivität im Gastrointestinaltrakt sind. Des Weiteren wird im Vergleich zum 
Darmepithel eine erhöhte Permeabilität des Epitheliums im Respirationstrakt angenommen 
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[22] (IV.4.2.1). Zudem belegen einige Publikationen die Immunogenität von 
pflanzenproduziertem CTB nach oraler Verabreichung (IV.4.2.3). 
Grundsätzlich können folgende Faktoren zu der beobachteten Ineffizienz des oralen 
Modellimpfstoffes geführt haben: ineffiziente Aufnahme des Impfstoffantigens über das 
Schleimhautepithel (1), Sensitivität gegenüber proteolytischem Abbau durch gastrointestinale 
Proteasen (2), Unwirksamkeit des mukosalen Carriers CTB durch proteolytische Abspaltung 
von HVR1 im GIT und/oder verminderte bzw. fehlende Funktionalität des CTB-
Fusionspartners im Mikromilieu pflanzlicher Membranen (3), unzureichende Antigendosis 
(4), Unzugänglichkeit immunrelevanter Epitope (5), Induktion von oraler Toleranz (6), 
negativer Einfluß von Tabak auf das murine Immunsystem (7) und Unwirksamkeit der 
intranasal coapplizierten Adjuvantien (8). Des Weiteren können die Probenentnahme und 
-lagerung (9), die Haltung der Versuchstiere (10) sowie die grundsätzliche Schwierigkeit des 
Monitorings mukosaler Immunantworten (11) einen signifikanten Einfluß auf die Detektion 
und Interpretation mukosaler Immunantworten ausüben. Alle 11 Faktoren werden 
nachfolgend ausführlich diskutiert. 
IV.4.2.1 Antigenaufnahme 
Nach dem heutigen Wissensstand hängt die Effektivität oraler Impfstoffe, d.h. die Induktion 
mukosaler Immunität, von einer effektiven M-Zell-vermittelten Aufnahme des Impfstoffes 
über das Darmepithel ab. Dabei ist die Partikelgröße in hohem Maße entscheident für die 
Induktion mukosaler Immunantworten [356]. Epithelzellen können neben löslichen Antigenen 
in gewissem Umfang ebenfalls kleinere Nanopartikel (φ 6,4 nm) aufnehmen, größere Partikel 
werden jedoch ausschliesslich von M-Zellen endozytiert [143, 296]. Veröffentlichte Studien 
belegen jedoch, dass eine relativ dünne Glycocalyx (20 nm) bereits den Durchtritt von 
Partikeln im µm-Bereich verhindern kann [296]. Die eingeschränkte Permeabilität der 
Glykocalyx könnte eine transepitheliale Aufnahme des membranständigen 
pflanzenproduzierten Impfstoffes durch M-Zellen verhindert haben. Da keine 
Forschungsergebnisse vorliegen, die den Grad des Abbaus bzw. der Emulgation pflanzlicher 
Membranen im murinen Darm darstellen, kann jedoch keine Vermutung über die Größe der 
nach einer potentiellen Emulgation durch Gallensäuren entstehenden Partikel oder 
Membranfragmente im Bereich der induktiven Regionen des darmassoziierten Immunsystems 
angestellt werden. Grundsätzlich ist auch eine Freisetzung des Modellantigens aus der 
Pflanzenmembran denkbar, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer Induktion von oraler 
Toleranz signifikant erhöht wird (IV.4.2.6). 
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IV.4.2.2 Proteolytischer Abbau 
Die mukosale Verabreichung von Impfstoffen kann grundsätzlich über den oralen, 
intranasalen, urogenitalen und rektalen Weg erfolgen. Am populärsten ist die orale oder 
intranasale Applikation. Während intranasale Immunisierungen häufig stärkere 
Immunantworten induzieren und weitaus geringere Antigendosen erfordern als für die orale 
Verabreichung von Impfstoffen notwendig ist [22, 357], ist ihr Einsatz, der die 
kosteneffektive Reinigung der Vakzinantigene erfordert, jedoch sowohl unter ökonomischen 
als auch praktischen Gesichtspunkten v.a. im Bereich der Tiermedizin und in 
Entwicklungsländern ungünstig. Desweiteren setzt die Induktion protektiver Immunantworten 
bei einer mukosalen Antigenverabreichung häufig die Co-Administration effektiver 
Adjuvantien voraus (I.3.1). Die intranasale Adjuvansgabe in der Nähe des zentralen 
Nervensystems und der Riechkolben (Bulbus olfactorius) ist jedoch risikoreich und daher 
unter Sicherheitsaspekten unvorteilhaft [358]. Im Gegensatz zu intranasalen Immunisierungen 
setzt der Einsatz oraler Impfstoffe eine hohe Stabilität der Vakzinantigene im GIT voraus. 
Besonders lösliche Antigene weisen jedoch eine hohe Sensitivität gegenüber 
gastrointestinalen Proteasen auf, da potentielle Proteaseerkennungssequenzen leichter 
zugänglich sind. Dies stellt ein grundsätzliches Problem bei der Entwicklung effektiver oraler 
Subunit-Vakzine dar. Beispiele aus der Literatur bestätigen die Unwirksamkeit löslicher 
oraler Proteinimpfstoffe aufgrund einer Instabilität der Antigene im GIT [95]. Pflanzen 
besitzen im Vergleich zu tierischen Zellen eine äußerst stabile Zellwand, die in gewissem 
Umfang einen natürlichen Schutz der Antigene gegenüber Säuredenaturierung und 
proteolytischen Abbau während der Magenpassage vermitteln kann und die Antigene erst im 
Darm nach Abbau des Pflanzengewebes freisetzt (I.2.1). Die Optimierung essbarer Impfstoffe 
durch Verminderung des proteolytischen Abbaus im GIT, kann weiterhin durch die 
Einkapselung in biologisch abbaubare Polymere, die eine kontrollierte Freisetzung der 
Antigene in induktiven Regionen des darmassoziierten Immunsystems gewährleisten sollen 
(Controlled Release Systems, CRS) erzielt werden [359-361].  
Die Pathogenität von V. cholerae setzt eine Aufnahme von Cholera Toxin über die 
Darmschleimhaut voraus, d.h. das Holotoxin sollte eine natürliche Resistenz gegenüber 
proteolytischer Aktivität im menschlichen Verdauungstrakt aufweisen. Einige Studien geben 
jedoch Hinweise auf eine Sensitivität von CTB gegenüber proteolytischen Abbau im murinen 
Verdauungstrakt [188, 191]. Durch die Analyse der Proteinsequenz von CTB-HVR1-TCRCys 
im ExPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomic Server 
(http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/) konnten zahlreiche potentielle Trypsin- und 
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Pepsinerkennungssequenzen identifiziert werden, die zu einem potentiellen Abbau des 
Modellantigens im murinen GIT führen könnten (Ergebnisse nicht gezeigt). Der protektive 
Effekt des Pflanzengewebes kann je nach Prozessierungsgrad aufgehoben werden und damit 
die Stabilität und das immunogene Potential von Antigenen beeinflussen [188, 191, 362]. Es 
kann nur spekuliert werden, ob die Prozessierung von transgenem CTB-HVR1-TCRCys-
exprimierenden Tabakblattmaterial zu Blattpulver zu einer partiellen Zerstörung von 
Zellwand- und Membranstrukturen und damit, im Vergleich zu intaktem Pflanzenmaterial, zu 
einer potentiell verstärkten Freisetzung und proteolytischem Abbau des Antigens führte, 
bevor der Impfstoff die induktiven Regionen des darmassoziierten Immunsystems erreichen 
konnte. Trotz der alternativen geringeren Prozessierung in Präparationsvariante 2 (II.7.1) kam 
es zu keiner messbaren antigenspezifischen Immunität. Da Pellets der Präparationsvariante 2 
jedoch ohne die intranasale Coappplikation von modifiziertem MALP-2 und PQS-PEG 
verabreicht wurden, muß der fehlende immunstimulatorische Effekt der mukosalen 
Adjuvantien in die Bewertung des eingesetzten Vakzinformats einbezogen werden. 
Die intranasale Verabreichung von pflanzenexprimierten CTB-HVR1 führte in früheren 
Studien zur Induktion von CTB- und HVR1-spezifischen Antikörperantworten [244]. Obwohl 
CTB gemäß weiterer Studien bei einer intranasaler Verabreichung effektiver wirkt [363-365], 
ist die alternative Applikation über die oberen Atemwege als kritisch zu bewerten, da in 
früheren Studien starke Nebenwirkungen von einer Veränderung der Nasenchleimhaut bis hin 
zu entzündliche Reaktionen der Hirnhaut auftraten [366]. 
IV.4.2.3 Funktionalität und Immunogenität des mukosalen Carriers CTB 
Die Induktion effektiver Immunantworten durch die orale Verabreichung von löslichen, nicht 
partikulären Antigenen führte in der Vergangenheit überwiegend zu enttäuschenden 
Ergebnissen (I.3.1). Eine Ausnahme in diesem Zusammenhang stellen u.a. Cholera Toxin und 
seine nichttoxische B-Untereinheit dar (I.3.1). Während die immunstimulatorische Wirkung 
des Holotoxins vorwiegend auf die immunmodulatorischen Eigenschaften der A-Untereinheit 
zurückzuführen sind, wurde die Carrierfunktion des CTB, die auf einer erhöhten Aufnahme 
konjugierter Impfstoffes durch die Affinität des CTB-Fusionspartners zum Mukosaepithel 
basiert, bereits erfolgreich eingesetzt, um die Aufnahme konjugierter Impfantigene über die 
Darmschleimhaut zu optimieren (I.3.1.1). Die Aufnahme von Cholera Toxin und des nah 
verwandten hitzelabilen Enterotoxins aus E.coli in die Zielzelle erfolgt im Gegensatz zu 
anderen bakteriellen Toxinen nicht über die Ausbildung von Poren, sondern das Toxin wird 
über einen komplexen Mechanismus, der apikale Endozytose und einen retrograden 
Membrantransport durch Golgi-Zisternen zum ER involviert, aufgenommen [182]. Während 
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das toxische A1-Peptid nach enzymatischer Abspaltung der A2-Untereinheit und 
Translokation über die ER-Membran im Cytosol enzymatisch aktiv wird, bleibt die B-
Untereinheit membranassoziiert und wird vermutlich über anterograden Versikeltransport 
zurück in den sekretorischen Weg geschleust. Vesikel, die mit Membranen auf der 
basolateralen Seite verschmelzen, könnten so CTB konjugierte Antigene freigeben (indirekte 
Transzytose) [182]. 
CTB wurde bereits erfolgreich als mukosaler Carrier zahlreicher Proteine, Peptide, Haptene 
sowie immunstimmulatorischer Adjuvantien und auch Polysaccharide eingesetzt [193, 310, 
320, 367-370]. Weitere Befunde liefern Hinweise darauf, dass die immunstimulatorische 
Wirkung von CTB nicht nur auf seiner GM1-Bindungsaktivität beruht, sondern CTB 
ebenfalls Adjuvansaktivität im klassischen Sinne aufweist, d.h. eine Optimierung der 
Antigenpräsentation sowie die Aktivierung immunrelevanter Zellen bewirkt, die die 
Produktion von Cytokinen und einen Isotypenwechsels zu IgA-produzierenden B-Zellen 
induziert [183, 184, 371-373]. Während die Carrierfunktion des CTB unumstritten ist, wird 
die immunmodulatorische Wirkung von CTB seit Jahren kontrovers diskutiert und beim 
Einsatz von nativem CTB von einigen Autoren auf eine Restaktivität von kontamierenden 
Holotoxin zurückgeführt [374, 375].  
CTB stellt nicht nur einen effektiven mukosalen Carrier und potentiellen Immunmodulator 
dar, sondern ist ebenfalls ein potentes mukosales Immunogen. Zahlreiche Studien der 
heterologen in planta Expression von CTB belegen die Erhaltung seiner antigenen 
Eigenschaften und seines immunogenen und protektiven Potentials im Rahmen einer oralen 
Immunisierung [74, 188, 191, 369, 376-378]. Diese Beobachtungen ließen es sinnvoll 
erscheinen CTB nicht nur zur optimierten transmukosalen Aufnahme des Modellantigens 
HVR1 zu nutzen, sondern, anhand der Analyse potentieller CTB-spezifischer 
Antikörperantworten, ebenfalls die generelle Wirksamkeit der gewählten 
Immunisierungsstrategien bzw. die Eignung von Tabak zur Herstellung experimenteller oral 
verfügbarer Impfstoffe zu evaluieren. Frühere Forschungsaktivitäten belegen, dass es 
grundsätzlich möglich ist Multikomponentenimpfstoffe in Pflanzen zu produzieren. Diese 
besitzen das Potential einen Immunschutz gegen multiple Pathogene zu induzieren [195, 379]. 
Trotz des großen immunologischen Potentials von CTB konnten in Analogie zu HVR1 trotz 
mehrfacher Boosterung weder in den Serum- noch in den Stuhlproben der Versuchstiere aller 
Immunisierungsgruppen CTB-spezifische Antikörper nachgewiesen werden. (III.3.3.3.1 und 
III.3.3.3.4).  
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Sowohl die Adjuvansfunktion als auch die Immunogenität von CTB hängen maßgeblich von 
seiner Fähigkeit zur Pentamerisierung, genauer gesagt von seiner Rezeptor-vermittelten 
Aufnahme über das Mukosaepithel ab [274]. In Abhängigkeit von ihrer Größe, ihren 
physikochemischen Eigenschaften und dem Integrationsort können genetisch konjugierte 
Antigene einen massiven Einfluss auf die Funktionalität der CTB-Einheit ausüben (IV.2). 
Bezüglich der Immunogenität von CTB nach Fusion an Zielantigene finden sich 
widersprüchliche Angaben in der Literatur. Zahlreiche Befunde belegen, dass N- oder C-
terminale und selbst duale Antigenfusionen keinen, oder nur einen geringen Einfluss auf die 
antigenen bzw. immunogenen Eigenschaften von CTB ausüben [315, 320, 380, 381]. Andere 
Studien belegen eine Reduktion der oralen Immunogenität [316]. Dies beruht vermutlich auf 
einer eingeschränkten Funktion des Carriers und der damit assoziierten reduzierten Aufnahme 
über das Mukosaepithel. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten in vitro Studien mit CTB-HVR1-
TCRCys, dass die C-terminale Fusion von HVR1 inklusive TCRCys-Membrananker die 
Funktionalität des Carriermoleküls nicht beeinträchtigt (IV.2). Die Ergebnisse reflektieren 
jedoch nicht die in vivo Situation, zumal eine potentielle Membranverankerung der Antigene 
eine Assemblierung der monomeren CTB-Untereinheiten in die funktionale pentamere Form 
verhindern könnte. 
IV.4.2.4 Antigendosis 
Zahlreiche Beispiele aus der Literatur belegen die grundsätzliche Wirksamkeit 
pflanzenbasierter essbarer Impfstoffe (I.2.1). Im Gegensatz zu klassischen Impfstoffen, die 
injiziert werden, induzieren Impfstoffe die mukosal appliziert werden eine antigenspezifische 
lokale Infektabwehr an den Schleimhäuten. Sie sind daher besonders zur Prävention von 
Infektionskranheiten, die durch mukosal übertragbare Pathogene ausgelöst werden, geeignet. 
Generell verlangt jedoch die orale Impfstoffgabe im Vergleich zur Injektion eine wesentlich 
höhere Dosierung und wiederholte Verabreichung des Antigens (I.2.1 und I.3.1). Im Fall einer 
pflanzenbiotechnologischen Produktion werden ausreichende Antigenmengen, die eine 
direkte Verabreichung von unprozessiertem Pflanzenmaterial erlauben, häufig nicht erzielt 
(I.2.1 und IV.1). Des Weiteren erschweren äußere Faktoren wie Licht, Feuchtigkeit und 
Temperatur sowie ein potentieller proteolytischer Abbau der Vakzinantigene im GIT 
(IV.4.2.2) eine konstante Dosierung essbarer Impfstoffe. 
In der vorliegenden Arbeit konnte das Modellantigen CTB-HVR1 durch Fusion an die 
Membranankervariante TCRCys in Konzentrationen in Tabak angereichert werden, die eine 
direkte Verabreichung des Impfstoffes in Form von geringfügig prozessierten Futterpellets 
erlaubten (III.3.1 und IV.1). Quantifizierungen im GM1-ELISA im Vorfeld der 
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Immunisierungen ergaben eine durchschnittliche Antigendosis von ~114,8 µg für die 
Immunisierungsschritte 1-3 sowie ~86,6 µg für die Immunisierungsschritte 4-6 (Abb. III.18 
und III.19). Gemäß früherer Studien zur direkten oralen Immunisierung mit unprozessierten 
Pflanzenmaterial ist eine multiple Verabreichung einer Antigenmenge von ~10-300 µg pro 
Dosis ausreichend, um mukosale und systemische Immunantworten in Mäusen zu induzieren 
[44, 72, 75, 190, 195, 291, 382, 383]. Die Effizienz eines Impfstoffes hängt jedoch immer von 
den biochemischen und immunogenen Eigenschaften des individuellen Antigens und seiner 
Stabilität im GIT sowie von der gewählten Impfstoffkomposition und dem 
Immunisierungsprotokoll ab. Die deutliche Heterogenität der im GM1-ELISA und mittels 
SPR-Analysen ermittelten Antigenkonzentrationen war ein Hinweis auf eine mögliche 
Überschätzung der eingesetzten Antigendosis (III.1.2.4). Möglicherweise war der Einsatz 
einer potentiell 10-fach geringeren Antigenmenge im Fall der gewählten 
Immunisierungsstrategien nicht ausreichend, um eine mukosale Immunität in Mäusen zu 
induzieren. 
IV.4.2.5 Erhaltung immunrelevanter Epitope 
Die Wirksamkeit rekombinanter Subunit-Vakzine hängt maßgeblich von der Erhaltung und 
Zugänglichkeit immunologisch relevanter Epitope im rekombinanten Proteinimpfstoff ab. 
Besonders Proteinimpfstoffe, die auf konformationellen Epitopen basieren, die sich im 
Gegensatz zu linearen Epitopen nicht aus der Primärsequenz ergeben, sondern erst nach 
korrekter Zusammenlagerung von Proteinuntereinheiten bzw. Faltung durch 
Wechselwirkungen nicht-benachbarter Proteinsequenzen entstehen, sind oft nur wirksam, 
wenn geeignete Chaperone im heterologen Expressionssystem vorhanden sind [14, 384]. 
Besonders die rekombinante Impfstoffproduktion in bakteriellen Systemen führt häufig 
aufgrund von Fehlfaltungen und inkorrekten Prozessierungen zu Einbußen der 
Antigenstabilität und Immunogenität [14]. 
Innerhalb der HVR1-Proteinsequenz wurden zahlreiche B-Zell-Epitope identifiziert [385-
387]. Western Blot- und GM1-ELISA-Analysen im Vorfeld der oralen Immunisierungen in 
dieser Arbeit lieferten Hinweise auf eine potentiell eingeschränkte Zugänglichkeit 
immunrelevanter B-Zell-Epitope innerhalb der HVR1-Sequenz. Der Nachweis aller 
Antigenkonstrukte erwies sich unter der Verwendung CTB-spezifischer Antikörper im GM1-
ELISA und nach Optimierung der Versuchsbedingungen, zumindest im Fall von CTB-HVR1-
TCRCys, ebenfalls im Western Blot als erfolgreich (Abb. III.4). Der Einsatz von zwei 
R9(HVR1)-spezifischen polyklonalen Antiseren (R208 und R9) [239] erlaubte jedoch 
unabhängig vom Proteinkonstrukt weder im GM1-ELISA noch im Western Blot einen 
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Nachweis des HVR1-Fusionspartners (Ergebnisse nicht gezeigt), obwohl die Integrität von 
CTB-HVR1-TCRCys im Western Blot bestätigt wurde. Der Nachweis von bakteriell 
exprimierten HVR1 im Tandemkonstrukt GST-R9R9 mit R208 (II.1.2) im ELISA (III.3.3.3.2) 
und im Western Blot bestätigte weiterhin die Funktionalität des Antiserums (persönliche 
Mitteilung Dr. K. Uhde-Holzem, Institut für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen). 
Diese Ergebnisse stehen ebenfalls im Widerspruch zu publizierten Daten, die einen 
eindeutigen Nachweis von pflanzenexprimierten CTB-HVR1 mittels dreier monoklonaler 
anti-HVR1 Antikörper unterschiedlicher Spezifitäten im Western Blot erlaubten [244]. Im 
Unterschied zum löslichen CTB-HVR1 könnte durch die C-terminale Fusion an TCRCys die 
Zugänglichkeit immunrelevanter Epitope des niedermolekularen HVR1 im Konstrukt CTB-
HVR1-TCRCys unter nativen Bedingungen eingeschränkt worden sein. Dabei könnte die 
Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Aminosäureresten 
des C-terminalen Transmembranankers selbst, aber auch mit HVR1, das ebenfalls eine 
verhältnismäßig hohe Anzahl hydrophober Reste aufweist [217], eine Rolle spielen. 
Kristallographisch generierte Daten der 3D-Struktur der B-Untereinheit zeigten, dass der C-
Terminus der monomeren Polypeptidketten im pentameren Komplex eine helikale Struktur 
ausbildet, die sich im Bereich der zentralen Pore befindet (IV.2). Demnach könnte die 
„Verpackung“ von HVR1 und TCRCys im Innern der pentameren Ringstruktur, mit dem Ziel 
der Einnahme eines energieärmeren und stabileren Zustandes, eine Präsentation von HVR1 in 
exponierten Bereichen des Fusionsproteins verhindert haben. Dies verhinderte 
möglicherweise eine Bindung der Antikörper in den enzymatischen Nachweisverfahren. 
Während die geringen Akkumulationsraten von löslichem CTB-HVR1 (III.1.2.2) vermutlich 
einen Nachweis im Western Blot verhinderten, blieb unklar, warum eine Detektion von CTB-
HVR1-TCRCys, das in ausreichender Menge im Rohextrakt vorlag, unter denaturierenden 
Bedingungen im Western Blot mittels R9-spezifischer Antiseren nicht möglich war. Denkbar 
wäre, dass die schnelle Reassemblierung des CTB-Fusionspartners während der 
elektrophoretischen Auftrennung die Identifizierung des HVR1 im Western Blot verhinderte 
(III.1.2.3). 
Obwohl die Zugänglichkeit immunologisch relevanter HVR1 B-Zell-Epitope durch die 
Fusion an die Membranankervariante TCRCys möglicherweise eingeschränkt wurde, kann 
aus den bisherigen Daten nicht geschlossen werden, dass die Unwirksamkeit des 
experimentellen Impfstoffes auf einem Verlust immunogener Eigenschaften beruht. Zudem 
liegen Befunde der Erhaltung immunologisch relevanter Epitope innerhalb der 
Peptidsequenzen von Fusionspartnern ähnlicher Molekulargewichte nach C-terminaler Fusion 
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an CTB vor [196, 308, 318]. Dabei sei jedoch zu erwähnen, dass die individuellen 
physikochemischen Eigenschaften fusionierter Peptidantigene einen unterschiedlichen 
Einfluss auf die Ausbildung nichtkovalenter intra- und intermolekularer Wechselwirkungen 
ausüben. Es wurde in diesem Zusammenhang keine vergleichbare Literatur gefunden die den 
Einfluss eines zusätzlichen C-terminalen Membranankers bzw. einer Membranverankerung 
auf die Immunogenität von Peptidantigenen in CTB-Fusionskonstrukten beschreibt. Eine 
nicht optimale Präsentation von HVR1-Epitopen des Modellimpfstoffes CTB-HVR1-TCRCys 
in immunrelevanten Regionen des Dünndarms ist jedoch nicht unwahrscheinlich, v.a. wenn 
die Präsentation in einem partikulären, d.h. in einem membranverankerten Format erfolgt. 
Das Format zellulärer und partikulärer Antigene bleibt während der Transcytose durch M-
Zellen erhalten, da keine Prozessierung der internalisierten Antigene erfolgt (IV.4.1). D.h. 
eine effiziente B-Zell-Präsentation oraler Antigene setzt im Gegensatz zur T-Zell-
Präsentation, die nach der Prozessierung der Antigene durch APC‘s erfolgt, immer eine 
optimale Präsentation immunologisch relevanter Epitope voraus. 
IV.4.2.6 Orale Toleranz 
Das intestinale Immunsystem wird permanent mit einer Vielzahl von potentiell pathogenen 
Antigenen konfrontiert. Dabei werden exogen aufgenommene Stoffe aus der Nahrung sowie 
der physiologischen Darmflora in der Regel immunologisch toleriert (orale Toleranz), 
während spezifische Abwehrreaktionen gegen Pathogene induziert werden [343, 388, 389]. 
Um Überreaktionen gegen körpereigene und apathogene Antigene zu unterdrücken, befindet 
sich das Immunsystem des Darms durch die Produktion von anti-inflammatorischen 
Cytokinen durch eine Vielzahl regulatorischer T-Zellen, die geringe Anzahl an co-
stimulatorischen Molekülen auf APC’s (I.3.1) sowie der verminderten Proliferationsfähigkeit 
von T-Zellen nach ihrer Aktivierung in einem dauerhaften Zustand immunologischer 
Hyporeaktivität. Dies stellt einerseits ein großes therapeutisches Potential zur Bekämpfung 
von Autoimmunerkrankungen und Allergien durch die Suppression systemischer 
Immunantworten nach oraler Verabreichung von Selbstantigenen und Allergenen (orale 
Immuntherapie) dar [390, 391], ist aber andererseits nachteilig bei der Entwicklung oraler 
Impfstoffe. 
Nach dem heutigen Wissensstand beruht die Induktion von oraler Toleranz auf einem 
komplexen Zusammenspiel verschiedener immunregulatorischer Mechanismen [343, 392]. 
Dies schließt die selektive Eliminierung antigenspezifischer T-Zellen (klonale Deletion) 
[393], die Induktion von klonaler Anergie, d.h. Inaktivierung von antigenspezifischen T-
Zellen aufgrund fehlender costimulatorischer Signale [394] (I.3.1 und IV.4.1) und eine aktive 
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Suppression (Bystander-Suppression) durch antigenspezifische regulatorische T-Zellen, die 
aktiv supprimierende Zytokine wie IL-4, IL-10 und TGF-β ausschütten, ein [343, 395]. Ob 
die orale Verabreichung von Antigenen in eine lokale bzw. systemische Abwehr, oder in die 
Induktion einer systemischen Immuntoleranz resultiert, hängt von der Zusammensetzung 
einer Vielzahl von Faktoren, die die Richtung einer antigeninduzierten Immunantwort 
bestimmen können, ab. Es gibt Hinweise darauf, dass die Natur und Größe des Antigens einen 
signifikanten Einfluss auf die Art der Immunreaktion ausüben kann. Lösliche, orale Antigene 
sind oft nur schwach immunogen und induzieren mit höherer Wahrscheinlichkeit Toleranz, 
während gegen lebende und komplexe Antigene spezifische Abwehrreaktionen induziert 
werden [19]. Die Antigendosis und Häufigkeit der Antigenstimulation [343, 394], die 
Antigenaufnahme und –prozessierung [396] sowie das immunologischen Milieu des Gewebes 
in dem die Immunreaktion ablaufen soll, wie die lokale Zytokinumgebung [389, 397] und 
gewebespezifische Populationen immunologisch relevanter Zellen [398], können die 
Richtung der induzierten Immunreaktion beeinflussen. Dies verdeutlicht im Hinblick auf die 
Entwicklung effektiver oraler Impfstoffe die Relevanz eines geeigneten 
Immunisierungsprotokolls sowie einer adäquaten Impfstoffformulierung, um die Induktion 
schützender Immunantworten zu begünstigen. 
Neben IEL`s und professionellen APC`s sind möglicherweise ebenfalls intestinale 
Epithelzellen des Villus-Epitheliums (Enterozyten) in Mechanismen der oralen 
Toleranzinduktion involviert. Die Produktion von TGF-β und IL-10, die konstitutive 
Expression geringer Mengen an MHC Klasse II Molekülen und die fehlende Expression von 
co-stimulatorischen Molekülen, die essentiell für die Aktivierung von T-Zellen sind (I.3.1 und 
IV.4.2.8), lassen auf eine Beteiligung von Enterozyten an der Induktion von oraler Toleranz 
schließen [339, 399]. 
In der vorliegenden Studie sollte durch die genetische Verknüpfung von CTB-HVR1 mit 
definierten Bereichen der humanen TCRβ-Kette eine Verankerung des Antigens in der 
Pflanzenzellmembran und damit die Erzeugung eines potentiell partikulären Formats erzielt 
werden. Dadurch sollte eine Passage durch die stark verzweigte Glykocalyx oberhalb von 
Enterozyten (IV.4.1) ausgeschlossen und damit die Wahrscheinlichkeit einer 
Toleranzinduktion möglichst gering gehalten werden. Eine Membranverankerung von CTB-
HVR1-TCRCys konnte aufgrund der vorgenommenen Funktionalitätsanalysen als sehr 
wahrscheinlich angenommen werden (III.1.3 und IV.3). Sie lieferte aber keinen Hinweis auf 
die Membranintegrität nach der Passage des Impfstoffes durch den GIT. Da Experimente zur 
Funktionalität der Membranankervariante TCRCys auf eine relativ instabile 
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Membranverankerung des Modellantigens hinwiesen (III.1.3.2.6), kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass die Antigene im Bereich des FAE in löslicher Form vorlagen. Dies könnte eine 
Aufnahme durch Enterozyten und damit die Induktion von oraler Toleranz begünstigt haben. 
Dieser Effekt könnte durch die tolerogene Wirkung des C-terminal fusionierten CTB noch 
verstärkt worden sein. Die mukosale Verabreichung von CTB kann auf der einen Seite zur 
Induktion spezifischer lokaler und systemischer Immunität gegen konjugierte und auch 
coapplizierte Antigene führen [377] (IV.4.2.3) und andererseits, in Abhängigkeit von den 
Eigenschaften des konjugierten Proteins sowie der Dosis und Häufigkeit der Boosterung, in 
die Induktion einer systemischen anti-inflammatorischen Toleranz gegenüber Autoantigene 
oder Allergene resultieren [400-402]. Über den Einfluss von oraler Toleranz auf die 
Wirksamkeit des in dieser Arbeit evaluierten Modellimpfstoffes kann jedoch nur spekuliert 
werden. 
Das grundsätzliche Problem, das die Effizienz oraler Subunit-Impfstoffe einschränkt, ist, dass 
Proteinimpfstoffen strukturelle Komponenten der authentischen Erreger fehlen und sie 
deshalb sowohl auf den Schleimhautoberflächen des FAE als auch von anderen relevanten 
Zellen der körpereigenen Immunabwehr nicht erkannt werden (I.3.1). Die Optimierung oraler 
Impfstoffe durch die Entwicklung von effektiven mukosalen Adjuvantien und das bessere 
Verständnis der Mechanismen die orale Toleranz erzeugen sind Voraussetzung für die 
Entwicklung effektiver oraler Impfstoffe gegen Infektionskrankheiten und daher Gegenstand 
intensiver Forschungsbemühungen. 
IV.4.2.7 Orale Immunisierungen mit Nicht-Nahrungs- bzw. -Futtermittelpflanzen 
Für die Produktion essbarer Impfstoffe sollte die Wahl des Expressionsystems nicht nur unter 
dem Aspekt der genetischen Manipulierbarkeit, der Kultivierbarkeit und Biomasseproduktion 
sowie der Authentizität, Anreicherung und Stabilität des Zielproteins im Pflanzensystem, 
sondern ebenfalls unter toxikologischen Gesichtspunkten erfolgen. Da der Einsatz von Nicht-
Nahrungspflanzen selbst im Bereich der Tiermedizin eine umfangreiche toxikologische 
Prüfung erfordert, beschränkt sich der Einsatz von essbaren Impfstoffen im Tiermodell 
bislang vorwiegend auf Lebensmittel- bzw. Futtermittelpflanzen wie beispielsweise Kartoffel, 
Tomate, Mais, oder Reis (I.2.1). Während für die Modellpflanze Kartoffel, die durch den 
hohen Gehalt an Blausäure im rohen Zustand in Abhängigkeit von der verabreichten Menge 
toxisch ist, Ergebnisse vorlagen, die im begrenzten Umfang die orale Verabreichung von 
ungekochten Kartoffelknollen sowohl im Tierversuch [44, 195] als auch in klinischen Studien 
[77, 78] erlaubten, war zu Beginn dieser Arbeit keine Studie bekannt in der unprozessiertes 
Tabakmaterial direkt verfüttert wurde. Die Verwendung von Tabak-produzierten Vakzinen im 
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Rahmen einer oralen Vakzinierung beschränkte sich vorwiegend auf die orale Verabreichung 
von aus Pflanzenextrakt isolierten Antigenen [403-405], Tabakrohextrakt mittels Magensonde 
[66, 134, 369, 406], Tabaksuspensionszellen [72, 407] oder „low-alkaloid“-Tabakkultivaren 
[67]. Geringfügig prozessiertes Tabakblattmaterial wurde erstmals im Jahre 2004 in Form von 
Käsebällchen, die getrocknete und anschließend zu Blattpulver gemörserte Tabakblätter 
enthielten, verabreicht [95]. 
Die Verfütterung von unprozessierten Pflanzenmaterial von Nicht-Nahrungspflanzen wie 
Tabak setzt eine Verträglichkeit im Tiermodell voraus (III.2). Die Verträglichkeit von 
Tabakblättern in Mäusen, zumindest nach Prozessierung zu Futtermittelpellets, wurde im 
Vorfeld der durchgeführten Immunisierungen anhand von Fütterungsstudien bestätigt 
(III.2.2). Des Weiteren konnte mit Hilfe der vorliegenden Daten der HPLC-MS-MS Analysen 
gezeigt werden, dass eine Verfütterung von Gewächshaus-Tabak an Mäuse unter 
toxikologischen Gesichtspunkten grundsätzlich unbedenklich ist (III.2.1.1). Dies schliesst 
jedoch einen potentiellen Einfluß von Nikotin auf das murine Immunsystem nicht aus [408, 
409]. Letzeres stellt jedoch ein immanentes Problem bei der Entwicklung von 
pflanzenbasierten Impstoffen dar, da Pflanzen überwiegend eine Vielzahl von potentiell 
toxischen Sekundärmetaboliten synthetisieren, deren Struktur und Funktion sowie Einfluss 
auf das Immunsystem bislang noch nicht charakterisiert wurde. Hinweise auf einen potentiell 
negativen Einfluss von Nikotin lieferte die signifikante Reduktion der Gesamt IgA-
Konzentration nach Nikotinexposition durch die orale Verabreichung von Tabakfutterpellets 
(III.3.3.2). Dabei hatte offensichtlich der Prozessierungsgrad der Blätter einen nicht 
unwesentlichen Einfluss auf die Nikotinexposition. Vermutlich führte die stärkere 
Prozessierung im Fall des gemörserten Blattmaterials im Vergleich zu den zu Blattstückchen 
verarbeiteten Tabakblättern zu einer verstärkten Freisetzung und Aufnahme von Nikotin. 
Der potentiell immunsuppressive Effekt von Nikotin oder anderen toxischen 
Sekundärmetaboliten auf das murine Immunsystem stellt die Eignung von Tabak zur 
Produktion oral applizierbarer Impfstoffe, auch im Rahmen experimenteller Anwendungen, in 
Frage und sollte im Hinblick auf die Evaluierung weiterer Tabak-basierter essbarer Impfstoffe 
berücksichtigt werden. Eine exakte Aussage über die Wirkung von Tabak auf das mukosale 
Immunsystem bedarf jedoch einer genauen Untersuchung. In diesem Zusammenhang sei auch 
darauf hingewiesen, dass die Genehmigung der in dieser Arbeit durchgeführten oralen 
Immunisierungen mit nikotinhaltigem Tabakmaterial durch die Landesbehörde die 
zeitaufwendige Analyse des Nikotingehaltes voraussetzte. Für eine zeiteffektive Planung und 
Durchführung von Immunisierungsvorhaben mit toxikologisch bedenklichem 
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Pflanzenmaterial oder Vorhaben die Tierversuche implizieren, die nicht auf etablierten 
Standardprotokollen basieren, sollten Verzögerungen künftig durch die rechtzeitige 
Einleitung von Genehmigungsverfahren vermieden werden. 
IV.4.2.8 Intranasale Coapplikation mukosaler Adjuvantien 
Höhere Vertebraten verfügen über ein angeborenes, unspezifisches und ein phylogenetisch 
jüngeres erworbenes, spezifisches Immunsystem (Medzhitov und Janeway, 2000). 
Mechanismen der angeborenen Immunität, wie der niedrige pH-Wert der Magensäure, die 
epitheliale Barriere und Sekretion von Mukus und antimikrobiellen Substanzen durch 
Epithelzellen, wie Lysozym und Defensine, spielen eine wichtige Rolle in sehr frühen Phasen 
der Bekämpfung von Krankheitserregern. Sie verhindern die Ausbreitung und Invasion von 
Pathogenen bevor spezifische adaptive Immunreaktionen induziert werden [410, 411]. 
Die erste Kontaktaufnahme und Identifizierung von Mikroorganismen erfolgt über eine relativ 
heterogene Familie von phylogenetisch konservierten, keimbahnkodierten Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche nicht-professioneller (Epithelzellen) und professioneller APC`s, sogenannte 
Pathogenerkennungsrezeptoren (PRR’s, Pattern Recognition Receptors). Dazu zählen 
beispielsweise die cytosolischen Nod(nucleotide-binding oligomerisation domain-)1 und 
Nod-2 [412] sowie Rezeptoren der Toll-like receptor (TLR) Familie [413]. Sie erkennen im 
Gegensatz zu den Antigen-spezifischen B- und T-Zell-Rezeptoren nicht jedes spezifische 
Antigen, sondern grobe, hochkonservierte Antigenmuster von Pathogenen. Dabei handelt es 
sich um sogenannte PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) [410], wie 
Lipopolysaccharide (LPS) der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien, Flagellin, 
bakterielle CpG-DNA, virale dsRNA und ssRNA und Peptidoglycan [414]. 
Die Kommunikation zwischen angeborener und adaptiver Immunität erfolgt im Wesentlichen 
über DC`s, die eine große Vielfalt von PRR’s aufweisen und als komplexes Netzwerk in den 
subepithelialen Domregionen der Mukosa agieren [340, 415]. Die Bindung bakterieller und 
viraler Bestandteile an die PRR’s der DC’s vermittelt, neben der Freisetzung von Cytokinen, 
die weitere Immunzellen an den Entzündungsort rekrutieren sowie einer verstärkten 
Expression von MHC-Molekülen, ebenfalls die Expression der co-stimulatorischen Moleküle 
B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Die Aktivierung der Effektorfunktion von T-Zellen erfordert 
neben der spezifischen Erkennung der über MHC Klasse I- oder Klasse II-Moleküle 
präsentierten Epitope durch ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) und der Bindung der 
auf CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimierten Co-Rezeptoren CD4 bzw. CD8 an die 
entsprechenden MHC-Moleküle, ein weiteres unspezifisches co-stimulatorisches Signal. Dies 
wird durch die Bindung von B7.1 und B7.2 an den konstitutiv auf der Oberfläche von T-
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Zellen exprimierten CD28 Rezeptor vermittelt [415] und ist essentiell für die klonale 
Expansion der antigenspezifischen T-Zellen. Die Stimulation naiver T-Zellen mit einem 
spezifischen Signal in Abwesenheit co-stimulatorischer Moleküle führt zur Inaktivierung des 
entsprechenden T-Zell-Klons (Anergie). Subunit-Vakzine denen Komponenten authentischer 
Erreger fehlen, die die angeborene Immunität stimulieren, benötigen daher oft die 
unterstützende Wirkung geeigneter Adjuvantien (I.3.1). 
Die im Rahmen dieser Arbeit intranasal coapplizierten mukosalen Adjuvantien modifiziertes 
MALP-2 (BPPCysPEG) und PQS (PQS-PEG) sollten über die Bindung an TLR`s das 
essentielle co-stimulatorische Signal bereitstellen. Die Analyse lokaler IgA- und Serum-IgG 
Antikörperantworten ergab jedoch weder auf lokaler noch auf systemischer Ebene einen 
meßbaren Einfluß der intranasal verabreichten Adjuvantien auf die Wirksamkeit des oralen 
Modellimpfstoffes (III.3.3.3 und III.3.3.4). 
Eine effiziente Stimulierung des nasal-assoziierten lymphoiden Gewebes (NALT) durch die 
intranasale Coapplikation von MALP-2 wurde bereits in früheren Studien gezeigt [202-206]. 
Dabei wurden nach intranasaler Applikation des Impfstoffes sowohl lokal, als auch in 
entfernten Schleimhautregionen antigenspezifische Immunantworten detektiert. In der 
Literatur liegen jedoch bislang keine Daten vor, die die Effektivität von 
Immunisierungsstrategien, die auf einer Anwendung von Antigen und Adjuvans in 
unterschiedlichen Regionen des MALT basieren, bestätigen. Grundsätzlich erlaubt die 
Verbindung entfernter mukosaler Gewebe durch den effizienten Austausch von Immunzellen 
die Kommunikation des GALT mit dem lymphatischen Gewebe des oberen 
Respirationstraktes (IV.4.1) Zudem liefert die Analyse der Gesamt IgA-Konzentration der 
unterschiedlichen Immunisierungsgruppen einen Hinweis auf die grundsätzliche Wirksamkeit 
der eingesetzten Adjuvantien. Der Vergleich der Gruppenmittelwerte der 
Immunisierungsgruppen III und IV, denen intranasal modifiziertes MALP-2 bzw. PQS 
verabreicht wurde, mit den Versuchstieren aus Immunisierungsgruppe I, die ohne zusätzliche 
Adjuvansgabe immunisiert wurden, bestätigte einen eindeutigen Einfluss beider Adjuvantien 
auf die Gesamt IgA-Konzentration und lässt eine verstärkte B-Zell-Proliferation vermuten, 
die in eine verstärkte Neubildung von IgA resultierte (III.3.3.2.2,. Abb. III.22.B). Da die 
durchgeführten oralen Immunisierungen jedoch zu keiner im ELISA messbaren CTB- bzw. 
HVR1-spezifischen Antikörperbildung führten (III.3.3.3), könnten die produzierten 
Antikörper eine andere Spezifität, beispielsweise für Pflanzenkomponenten, aufweisen. 
Hinweise darauf lieferte die gesteigerte Reaktivität in den Proben nach der letzten 
Immunisierung im Vergleich zu den Präimmunproben im GM1-ELISA zur Bestimmung der 
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lokalen IgA-Antikörperantworten gegen pflanzenproduziertes CTB-HVR1-TCRCys. Diese 
resultierte vermutlich aus einer unspezifischen Bindung von Pflanzenkomponenten aus dem 
eingesetzten Pflanzenrohextrakt an die GM1-beschichtete Mikrotiterplatte (III.3.3.3.3). 
Andererseits ergab der Vergleich mit publizierten Daten vornehmlich eine ca. 6-fach höhere 
Gesamt IgA-Konzentration in den Präimmunproben [294, 416], obwohl gelegentlich auch 
schon wesentlich höhere Werte für Balb/c Mäuse beobachtet wurden [417]. Die erhöhten 
Werte zu Beginn der Immunisierungen konnten demnach ebenfalls auf eine akute Infektion 
zurückzuführen sein, die im Verlauf der Vakzinierungen zurückging (IV.4.2.10). 
Die intranasale Applikation der mukosalen Adjuvantien erfolgte nach dem Verzehr von etwa 
der Hälfte des oral verabreichten Impfstoffes (II.7.3). Möglicherweise könnte die 
Wirksamkeit der oral-intranasalen Immunisierung durch eine gezielte Aktivierung des 
mukosalen Immunsystems im Vorfeld der oralen Immunisierung gesteigert werden, um die 
involvierten Immunzellen auf den nachfolgenden Antigenstimulus vorzubereiten. 
IV.4.2.9 Probenentnahme und –lagerung 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte aufgrund der Vielzahl der Versuchstiere keine 
direkte Kühlung der gesammelten Stuhlproben. Der Kot der individuellen Versuchstiere 
wurde über einen Zeitraum von fünf Stunden gesammelt und danach direkt bei -20°C 
eingefroren (II.7.4). Obwohl frühere Publikationen auf eine hohe Stabilität von Antikörpern in 
luftgetrockneten Stuhl- und Speichelproben hinweisen [418] und die Gesamt IgA-
Konzentrationen grundsätzlich mit Werten aus der Literatur korrelierten (III.3.3.2.2), weist 
der mit der Lagerungsdauer zunehmende Grad an Degradationen der schweren Kette im 
Western Blot (III.3.3.2.1, Abb. III.21) auf eine mögliche Proteaseaktivität in den Stuhlproben 
hin, die einen negativen Einfluß auf die ermittelten antigenspezifischen Reaktivitäten ausüben 
kann. Zudem ist ein Einfluss der unterschiedlichen Konsistenz der Kotballen zum Zeitpunkt 
der Probenentnahme auf die Stabilität von IgA nicht auszuschliessen. Um eine vergleichbare 
Stabilität der Proben zu erlangen, empfiehlt sich in Zukunft eine individuelle Entnahme und 
direkte Kühlung der Proben auf Eis bzw. in flüssigem Stickstoff sowie die anschließende 
Trocknung in der Lyophylle bzw. im Vakuumexsikkator und eine Lagerung bei -70°C. 
IV.4.2.10 Haltung der Versuchstiere 
Die Stärke der Immunantwort hängt nicht nur von den immunogenen Eigenschaften und der 
Dosis des Antigens ab, sondern wird überdies maßgeblich von der genetischen Disposition 
des geimpften Organismus sowie Umwelteinflüssen, insbesondere Stress beeinflusst. 
Stresssituationen, wie sie beispielsweise durch die unphysiologische Haltung von Balb/c 
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Mäusen im UV-Licht sowie Käfigen ohne Einstreu während der Immunisierungen (II.7.2) 
entstanden sind, können im ungünstigsten Fall zu einer gesteigerten Permeabilität des 
mukosalen Epitheliums führen, die mit einer ungehinderten Passage von Makromolekülen 
assoziiert sein kann [138, 419] und damit die Induktion von oraler Toleranz begünstigen 
(IV.4.2.6). 
Eine unsterile Haltung von Versuchstieren kann zu Infektionen führen, die sowohl die 
Wirksamkeit von Impfstoffen abschwächen als auch die Analyse und Interpretation 
antigenspezifischer Antikörperantworten erschweren können. Da in der Literatur bezüglich 
der murinen Gesamt-IgA Konzentration im Kot stark unterschiedliche Werte vorliegen, 
konnte aufgrund des signifikanten Abfalls der Gesamt IgA-Konzentration im Verlauf der 
durchgeführten Immunisierungen eine Infektion zu Beginn der Studie nicht ausgeschlossen 
werden (III.3.3.2.2, Abb. III.22). Um die Verlässlichkeit und Präzision von 
Versuchsergebnissen zu garantieren, sollte in zukünftigen Studien eine sterile Haltung von 
Versuchstieren unter SPF (Specified Pathogen Free-)Bedingungen erfolgen. 
IV.4.2.11 Detektion und Monitoring mukosaler Immunantworten 
Die Analyse und Bewertung mukosaler Immunantworten gestaltet sich sowohl auf humoraler 
als auch auf zellulärer Ebene als weitaus komplizierter als die peripherer [420]. Eine mögliche 
Verunreinigung von mukosalen Sekreten mit Blut, Serum oder systemischen Zellen sowie ein 
unterschiedlicher Grad der Verdünnung des Probenmaterials kann beispielsweise die 
Interpretation der Ergebnisse erschweren. Verlässlichere Ergebnisse erfordern daher die 
Standardisierung des Analyseverfahrens durch die Normalisierung mit dem Gesamt IgA 
(III.3.3.2), bzw. die Quantifizierung potentieller Kontaminationen durch den Einsatz interner 
Standards wie beispielsweise Serumalbumin oder Hämoglobin [421]. Zudem können 
Mukopolysaccharide in mukosalen Proben mit der Antigen-Antikörper-Bindung im ELISA 
interferieren und, in Kombination mit stark schwankenden Gesamt IgA-Konzentrationen, die 
Präzision der ermittelten Immunantworten signifikant reduzieren bzw. eine Auswertung der 
generierten Daten unmöglich machen. Das Auftreten von Kreuzreaktivitäten durch das 
Vorhandensein sehr ähnlicher Epitope kann besonders die Detektion geringer 
antigenspezifischer Immunantworten verhindern, da sie durch den kompetitiven Effekt 
unspezifisch bindender Antikörperpopulationen überlagert werden können. Aufgrund der 
hohen Sensitivität quantitativer Immunoassays wie ELISA haben Störeffekte grundsätzlich 
einen signifikanten Einfluss auf die Präzision und Reproduzierbarkeit der Daten. 
Die im Vergleich zum 32-fach stärker verdünnten Kontrollserum signifikant geringeren 
Steigungen der analysierten Probenverdünnungen (Daten nicht gezeigt) sowie die 
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überwiegend geringen maximalen Absorptionen der Postimmunproben, aber vergleichsweise 
hohen Reaktivitäten in den Präimmunproben und der deutlich heterogene Charakter der 
Reaktivitäten könnten Anzeichen für Kreuzreaktivitäten sein. Ausschließlich im Fall von 
pflanzenexprimiertem CTB-HVR1-TCRCys wäre es denkbar, dass die gemessenen Anstiege 
der Reaktivität auf eine spezifische Bindung von IgA an Pflanzenkomponenten 
zurückzuführen ist. Grundsätzlich können die geringen Signale auch auf Nachweismängel des 
ELISA-Systems zurückzuführen sein, die beispielsweise auf einer Denaturierung 
konformationsabhängiger Epitope beruht und gegen diese Epitope gerichtete spezifische 
Antikörperreaktionen nicht messbar sind. In diesem Fall konnte jedoch auch durch indirektes 
Beschichten kein Anstieg von lokalem antigenspezifischem IgA beobachtet werden 
(Ergebnisse nicht gezeigt). 
Ein Vergleich der Effizienz verschiedener Immunisierungsprotokolle durch die 
Gegenüberstellung der in den zahlreichen veröffentlichten Studien ermittelten humoralen 
mukosalen Immunantworten ist ebenfalls nur begrenzt möglich, da sich die Techniken der 
Probenentnahme (mukosale Sekrete, Stuhlproben, Darmspülung/Lavage) sowie die 
Lagerungsbedingungen und die Darstellung der antigenspezifischen Immunantworten 
signifikant unterscheiden können. 
Die vorliegenden Ergebnisse haben gezeigt, dass die Etablierung von ELISA-Protokollen zur 
Ermittlung antigenspezifischer Antikörperantworten und IgA-Konzentrationen in mukosalen 
Proben ebenfalls ein kritischer Punkt ist, der schon im Vorfeld von geplanten 
Versuchsvorhaben angegangen werden sollte. 
Ausblick  146 
V. AUSBLICK 
Schnelle Fortschritte in der Erforschung und Entwicklung oral applizierbarer Impfstoffe aus 
Pflanzen werden häufig durch die geringe Produktivität pflanzlicher Produktionssysteme 
limitiert. Die Expression der sekretierten Antigenversionen in Tabak führte zu geringen 
Produktausbeuten. Erst durch das heterologe Targeting der CTB-Fusionsproteine zur 
Membran durch die Fusion an die Membranankervariante TCRCys konnten Antigenmengen 
angereichert werden, die prinzipiell die orale Verabreichung von Pflanzenmaterial erlaubten. 
Die Erzielung ausreichend hoher CTB-Akkumulationsraten in planta hatte sich bereits in 
früheren Studien als problematisch erwiesen [187, 306, 422]. Vermutlich führt die im 
Vergleich zu Pflanzengenen AT-reichere Sequenz des nativen ctb sowie das Vorhandensein 
intrinsischer Sequenzen, die in den Abbau eukaryotischer RNA involviert sind, zu einer 
deutlich reduzierten Translationseffizienz [423]. Neben der Modifizierung des nativen ctb-
Gens unter der Verwendung pflanzentypischer Codons [423, 424], haben sich weitere 
alternative Strategien zur spezifischen Akkumulationssteigerung von CTB in Pflanzen, wie 
die Fusion an Ubiquitin [273], die ER-retardierte Expression [187, 306], die Verwendung 
optimierter Pflanzenpromotoren [424] sowie Plastomtransformation [308, 309, 314, 369, 425] 
als erfolgreich erwiesen. 
Neben der Akkumulation unzureichender Antigenmengen im Pflanzensystem besteht das 
grundsätzliche Problem, dass Antigene, die oral verabreicht werden, unbeschadet den 
Verdauungstrakt passieren müssen bevor sie im Bereich des darmassoziierten Immunsystems 
ihre immunogene Wirkung entfalten können. Verschiedene Strategien, die einen Schutz der 
Impfantigene vor dem stark sauren pH-Wert des Magens gewährleisten sollen, wie die 
Formulierung von Impfantigenen in Tabletten oder magensaftresistenten Kapseln sowie 
Mikro- bzw. Nanopartikel, die eine gezielte Impfstofffreisetzung im Intestinaltrakt 
gewährleisten, könnten in Zukunft sowohl eine effiziente Reduktion des proteolytischen 
Abbaus im Verdauungstrakt bewirken, als auch das Targeting von Impfantigenen in 
immunologisch relevante Darmabschnitte optimieren [71, 145, 359, 426, 427]. 
Einen weiteren kritischen Faktor bei der Entwicklung effektiver oraler Impfstoffe, die nicht 
auf dem Einsatz von authentischen Erreger bzw. Impfstämmen beruhen, stellt offensichtlich 
die Antigenaufnahme durch M-Zellen dar [350, 351]. Die Identifizierung M-Zell-spezifischer 
Markermoleküle, die in die Adhäsion und Aufnahme von Erregern involviert sind, gestaltete 
sich jedoch bislang aufgrund der hohen Variation von Oberflächenmarkern und 
Glykosylierungsmustern als problematisch [169, 428]. Verschiedene Strategien, die ein 
gezieltes Antigentargeting in immunologisch relevante Regionen des darmassoziierten 
Ausblick  147 
Immunsystems bewirken, könnten in Zukunft die Wirksamkeit oraler Vakzine entscheidend 
optimieren. Dazu zählt beispielsweise der Einsatz von Lektinen, die an Glykostrukturen auf 
der Oberfläche von M-Zellen binden [166, 429-432] sowie die Nutzung synthetischer M-Zell-
Liganden [169] oder die Verwendung von Antigen-Antikörper-Komplexen 
(Immunkomplexe), deren Wirksamkeit auf der selektiven Bindung von IgA an den 
potentiellen IgA-Rezeptor auf der apikalen Oberfläche von M-Zellen beruht [433-435]. 
Die Verfütterung von Tabakfutterpellets an Mäuse resultierte in eine signifikante Reduktion 
des Gesamt IgA, vermutlich aufgrund eines negativen Einflusses von Nikotin oder anderen 
toxischen Alkaloiden auf das murine Immunsystem, und stellt die Einsatzmöglichkeit von 
Tabak als Modellexpressionssystem zur Herstellung oral verfügbarer Impfstoffe in Frage. 
Eindeutige Aussagen erfordern jedoch neben der erneuten Untersuchung des potentiellen 
Einflusses von Nikotin auf die Gesamt IgA-Konzentration eine umfangreiche toxikologische 
Analyse. Bei der Herstellung von Impfstoffen für Anwendungen, die über das experimentelle 
Stadium hinausgehen, wird jedoch der Einsatz alternativer pflanzlicher Produktionssysteme 
erforderlich. Mittlerweile liegen zahlreiche Protokolle zur gentechnischen Manipulation von 
geeigneten Nahrungs- und Futtermittelpflanzen vor [130, 357, 436-441]. Neben der 
konstitutiven Expression heterologer Proteine hat sich mittlerweile ebenfalls die 
gewebespezifische Expression von Antigenen (beispielsweise in Speicherorganen oder 
essbaren Pflanzenteilen) durch den Einsatz regulierbarer Promotoren etabliert [90, 191, 442, 
443]. Aufgrund ihres hohen Proteingehaltes (bis 50%) und der hohen Stabilität heterologer 
Proteine eignen sich besonders Samen für die Herstellung oral applizierbarer Impfstoffe. Die 
Möglichkeit einer ungekühlten Lagerung über einen längeren Zeitraum ohne Aktivitätsverlust 
vermeidet die Notwendigkeit einer Kühlkette bei Transport und Lagerung und eliminiert 
dadurch unnötige Kosten. Zudem vermittelt die komplexe Zellwand von Samen einen 
gewissen Schutz des Impfstoffes während der Passage durch den Verdauungstrakt. Zahlreiche 
Beispiele aus der Literatur belegen die gewebespezifische Expression von bakteriellen und 
viralen Antigenen in Samen verschiedener Pflanzenarten, darunter Reis und Mais oder 
Sojabohne, und ihre Immunogenität nach oraler Verabreichung [444-450]. In vielerlei 
Hinsicht stellt Tabak jedoch nach wie vor das pflanzliche Produktionssystem der Wahl dar 
(I.2.3). Die gewebespezifische Produktion von Vakzinantigenen in Tabaksamen könnte in 
Zukunft eine vielversprechende Alternative zur Herstellung oral verfügbarer Impfstoffe 
darstellen [451, 452]. Da Nikotin als Sekundärmetabolit in den Wurzeln exprimiert und 
anschließend in die Blätter transportiert wird bestehen keine toxikologischen Bedenken in 
Hinsicht auf eine orale Verabreichung. 
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Die Kommerzialisierung oral applizierbarer Impfstoffe setzt neben einer ausreichenden 
Produktqualität, die eine korrekte Translation und Faltung im Produktionssystem impliziert, 
ebenfalls eine Standardisierung des Produktionsprozesses und damit eine stabile und stets 
gleich bleibende Expression des Transgens, die Voraussetzung für eine konstante 
Impfstoffdosierung ist, voraus. Diese Voraussetzungen sind bei einer Produktion in 
transgenen Pflanzen u.a. aufgrund wechselnder äußerer Einflüsse und epigenetischer Effekte 
wie „Gene Silencing“, die zu unkontrollierbaren Expressionsschwankungen führen, nicht 
gegeben. Eine vielversprechende Alternative ist die Produktion von Impfantigenen in 
pflanzlichen Suspensionskulturen in beispielsweise Tabak- oder Sojazellen, die in 
Bioreaktoren kultiviert werden und damit eine definierte, kontrollierbare Herstellung von 
Impfantigenen unter sterilen Bedingungen ermöglichen [33, 453-455]. 
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 
Schnelle Fortschritte in der Erforschung und Entwicklung oral verfügbarer Impfstoffe werden 
grundsätzlich durch die häufig beobachtete unzureichende und variierende 
Antigenakkumulation im Pflanzensystem und die im Allgemeinen geringe Immunogenität 
von Subunitimpfstoffen erschwert. Letzteres basiert auf einer erhöhten Sensitivität löslicher 
Antigene gegenüber proteolytischem Abbau im Verdauungstrakt, dem Unvermögen 
Mechanismen der angeborenen Immunität zu aktivieren sowie einer unzureichenden 
Aufnahme durch immunrelevante Zellen des Darmepithels. 
Ziel dieser Arbeit war es, durch die Fusion der immunologisch relevanten Modellantigene 
HVR1 und MPT64 aus dem Hepatitis C Virus bzw. Mycobacterium tuberculosis an verkürzte 
Versionen der carboxyterminalen konstanten Region der beta Kette des humanen T-Zell 
Rezeptors (TCRβ) eine Membranverankerung der Antigene zu erzielen. Dies sollte einerseits 
zu einer potentiellen Akkumulationssteigerung in den eingesetzten 
Modellexpressionssystemen N. tabacum cv. Petit Havana SR1 und Nft51 und andererseits zu 
einer verstärkten transcytotischen Aufnahme durch M-Zellen der Darmmukosa führen. Der N-
terminal fusionierte mukosale Carrier, die Cholera Toxin B-Untereinheit (CTB), sollte durch 
die Affinität zu dem ubiquitär auf der Zelloberfläche von Säugetierzellen vorkommenden 
Rezeptor Gangliosid GM1 ein gezieltes Targeting zum Darmepithel bewirken und so die 
Adhäsion und Aufnahme der fusionierten Antigene optimieren. Der Einfluss dreier TCRβ-
basierender Membranankervarianten, die im Hinblick auf die Länge der konstanten 
extrazellulären Domäne variierten, auf die Produktivität wurde im Vergleich zu einer 
löslichen, apoplasmatisch exprimierten Antigenversion evaluiert. Dabei wurde die konstante 
extrazelluläre Domäne der TCRβ vollständig entfernt (TCR), bis auf die hinge-Region 
verkürzt (TCRCys) bzw. weitere N-terminale Aminosäurereste der hinge-Region inklusive 
dem in die Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbrücke zwischen der α- und β-Kette im 
authentischen T-Zell-Rezeptor-Komplex involvierten Cysteinrest entfernt (TCRhinge), um 
den Einfluss einer potentiellen Homodimerisierung zweier verkürzter β-Ketten auf die 
Antigenmenge zu evaluieren. 
Im Hinblick auf die Akkumulation beider Modellantigene konnte durch das heterologe 
Targeting zur Pflanzenmembran sowohl im transienten als auch im transgenen Ansatz ein 
positiver Effekt erzielt werden. Quantifizierungen im GM1-ELISA, die die 
Zusammenlagerung der CTB-Fusionspartner in die funktionale pentamere GM1-bindende 
Form bestätigten, zeigten, dass durch die Fusion an die Membranankervariante TCRCys im 
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Fall von CTB-HVR1 eine durchschnittlich 185,4-fache bzw. 25-fache 
Akkumulationssteigerung im transienten bzw. stabilen Ansatz erfolgte, während für CTB-
MPT64 mit einer durchschnittlich 1,6- bzw. 19.7-fachen Akkumulationssteigerung ein 
geringerer stabilisierender Effekt beobachtet werden konnte. Durch den direkten Vergleich 
mit der Variante TCRhinge, die zu einer deutlich geringeren Antigenakkumulation führte, 
konnte erstmals gezeigt werden, dass der stabilisierende Effekt des Membrantargetings durch 
TCRβ vermutlich signifikant durch die Homodimerisierung der Rezeptoreinheit zweier 
Polypeptidketten gesteigert wird. 
Die Funktionalität der vielversprechensten Membranankervariante TCRCys in Tabak wurde 
anhand von indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie sowie nach C-terminaler Fusion des 
Reporterproteins GFP an die membranverankerten Modellantigene und dem direkten 
Vergleich einer löslichen und TCRCys-membranverankerten GFP-Version in Western Blot 
Analysen von Zellextrakten und Kulturüberständen transgener BY-2 Suspensionszellen sowie 
mit Hilfe von Membranisolierungen und direkter konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
grundsätzlich bestätigt. Die generierten Daten lieferten jedoch Hinweise auf eine relativ 
instabile Verankerung durch TCRCys, vermutlich bedingt durch den positiv geladenen 
Lysinrest in der Transmembrandomäne, der im T-Zell-Rezeptor-Komplex durch die 
entgegengesetzt geladenen Aminosäurereste der invarianten CD3-Proteine neutralisiert wird. 
Trotz einer ausreichenden Länge der Transmembrandomäne von TCRβ zur Verankerung der 
Antigene in der Zellmembran, zeigte das deutliche Fluoreszenzsignal, das von 
Kompartimenten des Proteinexportapparates ausging, eine vorübergehende oder finale 
Lokalisation der Antigene in Membranen des ER und vermutlich des Golgi-Apparates. 
Transgenes Blattmaterial der CTB-HVR1-TCRCys-produzierenden Linie N. tabacum cv. 
Petit Havana SR1 wies Akkumulations- und Nikotinkonzentrationsbestimmungen zufolge das 
beste Verhältnis zwischen Nikotingehalt und Antigenkonzentration auf. Tabakblätter wurden 
oral in Form von Futterpellets, die unterschiedlich stark prozessiertes Blattmaterial enthielten, 
Mäusen verabreicht. Unabhängig von der eingesetzten Präparationsvariante und der 
intranasalen Coapplikation der mukosalen Adjuvantien BPPCysPEG (modifiziertes MALP-2) 
bzw. PQS-PEG, konnten in den durchgeführten ELISA Analysen jedoch weder auf lokaler 
(sIgA) noch auf systemischer Ebene (IgG) antigenspezifische Antikörperantworten gegen 
CTB und HVR1 detektiert werden. Als mögliche Ursachen der ausbleibenden 
Immunantworten wurden eine ineffiziente Aufnahme von CTB-HVR1-TCRCys über das 
Darmepithel, das Unvermögen der monomeren CTB-Fusionspartner sich im Mikromilieu 
pflanzlicher Membranen in funktionale Pentamere zusammenzulagern, eine unzureichende 
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Antigendosis, ein proteolytischer Abbau der Antigene durch Verdauungsenzyme, die 
Unzugänglichkeit immunrelevanter Epitope, die Induktion von oraler Toleranz, ein potentiell 
negativer Einfluss von Nikotin auf das murine Immunsystem sowie die Unwirksamkeit der 
mukosalen Adjuvantien aufgrund einer Applikation in unterschiedlichen mukosalen Geweben 
diskutiert. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein heterologes Targeting von Modellantigenen 
zur Pflanzenzellmembran durch die Fusion an die Membranankervariante TCRCys dazu 
geeignet ist, Antigenmengen in Tabak anzureichern, die prinzipiell mit einer oralen 
Verabreichung von unprozessierten Pflanzenmaterial im Einklang stehen. Die Entwicklung 
eines effektiven oral applizierbaren Impfstoffes aus Pflanzen erfordert jedoch neben der Wahl 
eines geeigneten Produktionssystems die Optimierung der eingesetzten Impfstrategien.
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